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S U M M A R Y 
I n v ari o u s c a n c er t y p e s, t ar g eti n g c a n c er st e m c ell s ( C S C s) c a n s er v e a s a n eff e cti v e 
a p pr o a c h  f or  li miti n g  t h er a p y  r e si st a n c e  a n d  m et a st a si s.  W hil e  b a s al  br e a st  c a n c er s  
e n c o m p a s s  c ell s  wit h  C S C  f e at ur e s,  r ati o n al  t h er a pi e s  r e m ai n  p o orl y  e st a bli s h e d.  H er e,   I 
s h o w t h at r e c e pt or t yr o si n e ki n a s e ( R T K) M et si g n alli n g pr o m ot e s t h e a cti vit y of t h e Hi p p o 
c o m p o n e nt  Y A P  i n  b a s al  br e a st  c a n c er.  F urt h er  a n al y si s  r e v e al e d  e n h a n c e d  Y A P  a cti vit y  
wit hi n  t h e  C S C  p o p ul ati o n.  Utili si n g  b ot h  g e n eti c  a n d  p h ar m a c e uti c al  a p pr o a c h e s, I s h o w 
t h at  i nt erf er e n c e  of  Y A P  a cti vit y  d el a y s  t u m o ur  f or m ati o n,  pr e v e nt s  l u mi n al  t o  b a s al  tr a n s-
diff er e nti ati o n  a n d  r e d u c e s  C S C  s ur vi v al.  G e n e  e x pr e s si o n  a n al y si s  of  Y A P  k n o c k -o ut 
m a m m ar y gl a n d s r e v e al e d a str o n g d e cr e a s e i n β -c at e ni n t ar g et g e n e s, s u g g e sti n g t h at Y A P 
i s  r e q uir e d  f or  n u cl e ar  β-c at e n i n  a cti vit y.  M e c h a ni sti c all y,  I fi n d  t h at  n u cl e ar  Y A P  i nt er a ct s  
a n d  o v erl a p s  wit h  β -c at e ni n  a n d  T E A D 4  at  c o m m o n  g e n e  r e g ul at or y  r e gi o n s.  A n al y si s  of  
pr ot e o mi c d at a fr o m pri m ar y br e a st c a n c er p ati e nt s i d e ntifi e d si g nifi c a nt u pr e g ul ati o n of t h e 
Y A P  si g n at ur e  i n  b a s al  c o m p ar e d  t o  ot h er  br e a st  c a n c er s,  s u g g e sti n g  t h at  Y A P  a cti vit y  i s  
li mit e d t o b a s al br e a st c a n c er s. O ur d at a hi g hli g ht t h e i m p ort a n c e of Y A P a s a cr u ci al t u m o ur 
i niti at or  a n d  c a n c er  st e m  c ell  r e g ul at or  i n  b a s al  br e a st  c a n c er  a n d  d e m o n str at e s  t h at  it s  
a cti vit y  h a s  pr o g n o sti c  v al u e,  w h e n  c o m p ari n g  b a s al  wit h  l u mi n al  br e a st  c a n c er s.  T hi s  
s u g g e st s  t h at  t ar g eti n g  t h e  Y A P/ T E A D 4/ β -c at e ni n  c o m pl e x  t hr o u g h  s p e cifi c  n e w  dr u g s,  
w hi c h  r e s e ar c h er s  i n  a c a d e mi a  a n d  i n d u str y  ar e  pr e s e ntl y  d e v el o pi n g,  i s  a  p ot e nti al  
t h er a p e uti c a v e n u e f or tr e ati n g b a s al br e a st c a n c er s i n t h e f ut ur e. T hi s i s t h e m o st i m p ort a nt 
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Z u s a m m e nf a s s u n g  
B ei v er s c hi e d e n e n  Kr e b s- T y p e n  k a n n  di e  m ol e k ul ar e  B e h a n dl u n g  d er  Kr e b s -
St a m m z ell e n ei n eff e kti v e s Zi el s ei n, di e T h er a pi e -R e si st e n z  u n d di e M et a st a si er u n g d er 
T u m or e  z u  h e m m e n . B a s al er  Br u st kr e b s  e nt h ält  Z ell e n  mit  St a m m z ell -Ei g e n s c h aft e n; 
hi n g e g e n si n d r ati o n al e T h er a pi e n g e g e n di e s e Z ell e n n ur w e ni g e et a bli ert.  I c h z ei g e i n 
m ei n er D o kt or ar b eit, d a s s R e z e pt or -T yr o si n ki n a s e -M et -Si g n al v er mittl u n g di e A kti vit ät d er 
Hi p p o -K o m p o n e nt e  Y A P  i m  b a s al e m  Br u st kr e b s  v er st är kt.  W eit er e  A n al y s e n  z ei gt e n  
er h ö ht e  Y A P -A kti vit ät  i n  d e n  Kr e b s st a m m z ell -P o p ul ati o n e n.  D ur c h  V er w e n d u n g  
g e n eti s c h er u n d p h ar m a k ol o gi s c h er M et h o d e n k o n nt e i c h z ei g e n, d a s s di e I nt erf er e n z mit 
Y A P di e T u m or -Bil d u n g v er z ö g ert u n d di e l u mi n al -b a s al e Tr a n s diff er e n zi er u n g v er hi n d ert 
s o wi e  d a s  Kr e b s st a m m z ell -Ü b erl e b e n  r e d u zi ert.  G e n -E x pr e s si o n s -A n al y s e n  v o n  Y A P -
K n o c k o ut -Br u st dr ü s e n  z ei gt e n  ei n e  st ar k e  R e d u zi er u n g  d er  E x pr e s si o n  d er  β -C at e ni n -
Zi el g e n e, w a s i n di zi ert, d a s s Y A P f ür n u kl e ar e β -C at e ni n -A kti vit ät e s s e nti ell i st. I c h h a b e 
w eit er  g ef u n d e n,  d a s s  n u kl e ar e s  Y A P  mit  β -C at e ni n  u n d  T E A D 4  i nt er a gi ert  u n d  a n  
g e m ei n s a m e n  r e g ul at ori s c h e n  G e n e -R e gi o n e n  ü b erl a p pt.  Di e  A n al y s e  v o n  
pr ot e o mi s c h e n  D at e n  v o n  pri m är e n  Br u st k ar zi n o m e n  d e s  M e n s c h e n  z ei gt e  ei n e  
si g nifi k a nt e  H o c h -R e g ul ati o n  d er  Y A P -Si g n at ur  i n  b a s al e m  i m  V er gl ei c h  z u  a n d er n  
Br u st k ar zi n o m -T y p e n,  w a s  s u g g eri ert,  d a s s  Y A P -A kti vit ät  a uf  d e n  b a s al e n  Br u st kr e b s  
li miti ert  i st.  U n s er e  D at e n  b el e u c ht e n  di e  Wi c hti g k eit  v o n  Y A P  al s  e s s e nti ell e n  T u m or-
I niti at or u n d Kr e b s-St a m m z ell -R e g ul at or b ei m b a s al e n Br u st kr e b s u n d z ei gt, d a s s d e s s e n 
A kti vit ät  al s  Pr o g n o s e -F a kt or  wi c hti g  i st,  w e n n  m a n  b a s al e n  mit  l u mi n al e m  Br u st kr e b s  
v er gl ei c ht. Di e s s u g g eri ert, d a s s B e h a n dl u n g d e s Y A P/ T E A D 4/ β -C at e ni n - K om pl e x e s mit 
n e u e n,  s p e zifi s c h e n  P h ar m a k a,  di e  di e  Wi s s e n s c h aftl er  i n  A k a d e mi e - u n d  I n d u stri e -
I n stit ut e n i m M o m e nt e nt wi c k el n, ei n e p ot e nti ell e t h er a p e uti s c h e Ri c ht u n g d ar st ell e n, u m 
b a s al e n  Br u st kr e b s  i n  d er  Z u k u nft  z u  b e h a n d el n.  Di e s  i st  d er  wi c hti g st e  A s p e kt  m ei n er  
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1. I N T R O D U C TI O N  
            I n m y t h e si s, I h a v e st u di e d b y g e n eti c a n d p h ar m a c ol o gi c al m e a n s b a s al (tri pl e-
n e g ati v e) m a m m ar y gl a n d c a n c er i n a m o u s e m o d el. I n p arti c ul ar , I f o c u se d  o n t h e r ol e 
a n d r e g ul ati o n of HI P P O -Y A P si g n alli n g i n t u m o ur f or m ati o n a n d c a n c er st e m c el l s. G e n e 
e x pr e s si o n  a n al y si s  c o nfir m e d  hi g h er  e x pr e s si o n  of  Y A P  i n  t u m o ur s  of  h u m a n  p ati e nt s 
wit h b a s al  br e a st c a n c er,  c o m p ar e d t o  t u m o ur s of p ati e nt s wit h l u mi n al br e a st c a n c er. I n 
tri pl e-n e g ati v e br e a st c a n c er,  hi g h Y A P c orr el at e d wit h a d e cr e a s e  of p ati e nt s ur vi v al.  
 I n t h e s u b s e q u e nt  c h a pt er s, I hi g hli g ht t h e diff er e n c e s b et w e e n a n d t h e f u n cti o n of 
l u mi n al a n d b a s al c ell s of t h e m a m m ar y gl a n d. I e x pl ai n t h e m or p h ol o gi c al c h a n g e s t h e 
m a m m ar y gl a n d u n d er g o e s d uri n g pr e g n a n c y wit h e m p h a si s o n it s e xt e n si v e pl a sti cit y. I 
i ntr o d u c e  t h e  W A P  pr o m ot er  f or  t h e  c o n diti o n al  e x pr e s si o n  of  o n c o g e n e s  a n d  cr e  
r e c o m bi n a s e.  T h er e aft er,  I  i ntr o d u c e  br e a st  c a n c er,  c a n c er  st e m  c ell s,  a n d  t h e  n e e d  t o  
d e v el o p n e w r ati o n al t h er a pi e s.  
 
 
1. 1.  T h e M a m m ar y Gl a n d 
1. 1. 1. M a m m ar y gl a n d str u ct ur e  a n d d e v el o p m e nt  
T h e  m a m m ar y  gl a n d  i s  a  gl a n d ul ar  e x o cri n e  str u ct ur e t h at  i s  r eq uir e d  f or  mil k  
pr o d u cti o n  a n d  t h e  n o uri s h m e nt  of  m a m m ali a n  off s pri n g.  T hi s  c o m pl e x  gl a n d  i s  
c o m p o s e d  of  a  m ultif a ct ori al  c o m pl e x  n et w or k  c o n si sti n g  of  t h e  gl a n d ul ar  e pit h eli u m’ s 
i nt er a cti o n wit h  t h e  e xtr a c ell ul ar  m atri x  a n d  str o m al  c ell s  s u c h  a s  f at  c ell s  ( a di p o c yt e s),  
i nfl a m m at or y  c ell s  a n d  fi br o bl a st s.  T hi s  ni c h e  i s e s s e nti al  f or  t h e  pr o d u cti o n  of  a  d e n s e  
e xtr a c ell ul ar m atri x ( E C M) , w hi c h  i s r e q uir e d f or b ot h t h e str u ct ur al a n d f u n cti o n al s u p p ort 
of  t h e  d u ct al  n et w or k s  r e s p o n si bl e  f or  mil k  pr o d u cti o n  a n d  e x cr eti o n 1, 2 .  M a m m ar y  d u ct s  
c o n n e ct  t h e  mil k  pr o d u ci n g  l o b ul e s  m a d e  u p  of  gr o u p s  of  al v e oli.  Al v e oli  ar e  li n e d  wit h  
l u mi n al  mil k-s e cr eti n g  c ell s,  s urr o u n d e d  b y  b a s al/ m y o e pit h eli al  c ell s.  D uri n g  b r e a st 
f e e di n g,  o x yt o ci n  sti m ul at e s  t h e  b a s al  c ell s  of  t h e  al v e oli  t o  c o ntr a ct  l e a di n g  t o  t h e  
e x cr eti o n of mil k ( pr o d u c e d b y l u mi n al c ell s) i nt o t h e l u m e n t o t h e ni p pl e 3 – 5 .  
U ntil p u b ert y  t h e d u ct al e pit h eli u m ori gi n ati n g fr o m t h e ni p pl e i s q ui e s c e nt. D uri n g 
p u b ert y ,  hor m o n al  sti m ul ati o n  i n d u c e s  t h e  e pit h eli u m  t o  u n d er g o  br a n c hi n g  
m or p h o g e n e si s  a n d  i n v a d e it s  w a y  i nt o  t h e  m a m m ar y  f at  p a d.  T hi s  i n v a si o n i s 
or c h e str at e d b y a n E M T -li k e m e c h a ni s m, w h er e t h e l u mi n al e pit h eli al c ell s l o c at e d i n t h e 
t er mi n al e n d b u d s ( s urr o u n d e d b y c a p c ell s) r a pi dl y pr olif er at e  at t h e l e a di n g e d g e of t h e 




br a n c h e s 6 .  T h e  vir gi n  a d ult  m a m m ar y  gl a n d  c o n si st s  of  br a n c hi n g  e pit h eli al  str u ct ur e s  
m a d e  u p  of  a  si n gl e  l a y er  of  l u mi n al  e pit h eli al  c ell s  s urr o u n d e d  b y  a  si n gl e  l a y er  of  
b a s al/ m y o e pit h eli al  c ell s   ( Fi g ur e.  1. 1). T h e s e  t w o  di sti n ct  m a m m ar y  e pit h eli al  c ell  
li n e a g e s c a n e a sil y b e di sti n g ui s h e d fr o m e a c h ot h er b y t h eir c yt o k er ati n ( C K) e x pr e s si o n 
b a s e d  o n  t h eir  diff er e nti ati o n  st at u s 7 .  T h e  l u mi n al  mil k  pr o d u ci n g  c ell s  of  t h e  a d ult  
m a m m ar y gl a n d e x pr e s s si m pl e k er ati n s ( n ot str atifi e d) s u c h a s C K 8 a n d C K 1 8. O n t h e 
c o ntr ar y , t h e  b a s al/ m y o e pit h eli al  c ell s  of  t h e  m a m m ar y  gl a n d  e x pr e s s  str atifi e d  k er ati n s  
s u c h  a s  C K 5  a n d  C K 1 4 8 .  I n  or d er  t o  c arr y  o ut  t h eir  f u n cti o n al  r ol e,  t h e  b a s al  c ell s  al s o 
e x pr e s s b u n dl e s of s m o ot h m u s cl e a cti n ( α -S M A) i n t h eir c yt o pl a s m , i n a d diti o n t o mi cr o-
fil a m e nt s  a n d  m y o si n  fil a m e nt s w hi c h  f a cilit at e  t h e  c o ntr a cti o n  n e c e s s ar y  f or  mil k  
ej e cti o n 9 . A n ot h er  m ar k er  t h at  i s  oft e n  u s e d  t o  i d e ntif y  b a s al  c ell s  i s  p 6 3, a n  e s s e nti al 
m ol e c ul e i n v ol v e d i n c ell a d h e si o n a n d s ur vi v al e x pr e s s e d i n b a s al c ell s 1 0 . 
 
Tr a n s pl a nt ati o n a s s a y s a n d li n e a g e tr a ci n g st u di e s i n t h e m o u s e h a v e  l e d t o t h e 
di s c o v er y  of  a  hi er ar c h y  ori gi n ati n g  fr o m  a  m ulti p ot e nt  m a m m ar y  st e m  c ell  ( M a S C)  
br a n c hi n g  i nt o t o b ot h l u mi n al a n d b a s al pr o g e nit or c ell s ( Fi g ur e. 1. 2). T h e fir st e vi d e n c e 
f or  t h e  e xi st e n c e  of  a  M a S C c a m e  fr o m  t h e  pi o n e eri n g  st u di e s  of  m a m m ar y  f at  p a d  
tr a n s pl a nt ati o n1 1 .  T hi s  t e c h ni q u e  a s s e s s e s  t h e  r e p o p ul ati n g  p ot e nti al  of  m a m m ar y  
e pit h eli al c ell s b y i nj e cti n g t h e s e c ell s i nt o t h e ‘ cl e ar e d’ or ‘ d e -e pit h eli ali z e d’ m a m m ar y f at 
p a d  of  r e ci pi e nt  mi c e.  It  w a s  s h o w n  t h at  t h e s e  tr a n s pl a nt e d  c ell s  h a v e  t h e  a bilit y  t o  
c o m pl et el y r e c o n stit ut e t h e d u ct al tr e e a n d c o ul d b e s eri all y tr a n s pl a nt e d , s u g g e sti n g t h e 
pr e s e n c e  of  m a m m ar y  st e m  c ell s 1 2 – 1 4 . M a n y  gr o u p s  h a v e  i d e ntifi e d  v ari o u s  c ell  s urf a c e  
m ar k er s  t h at  c a n  b e  u s e d  t o  di sti n g ui s h  a n d  i s ol at e  t h e  diff er e nt  e pit h eli al  c ell s  of  t h e  
m a m m ar y gl a n d. I n 2 0 0 6, m a m m ar y st e m c ell s w er e fir st i s ol at e d u si n g t h e c ell s urf a c e 
m ar k er s  C D 2 9 hi  C D 2 4 m e d  a n d  C D 4 9f hi  w hi c h  h a d  t h e  a bilit y  t o  r e p o p ul at e  cl e ar e d  
m a m m ar y  f at  p a d s 1 5, 1 6 . F oll o wi n g  t hi s,  c ell  s urf a c e  m ar k er s  h a v e  b e e n  i d e ntifi e d  t h at  
Fi g ur e 1. 1:  M a m m ar y gl a n d str u ct ur e.  D u ct al tr e e (l eft) wit h al v e oli c o n si sti n g of l u mi n al c ell s 
( p ur pl e) a n d m y o e pit h eli al/ b a s al c ell s ( gr e e n). Al v e ol u s (ri g ht) d e pi cti n g t h e e m pt y l u m e n i nt o 
w hi c h t h e mil k i s e x p ell e d.  




di sti n g ui s h b a s al/ m y o e pit h eli al a n d diff er e nt l u mi n al c ell e pit h eli al st at e s;  C D 2 9 hi  C D 4 9f hi  
C D 2 4 +   E p C A Ml o/ m e d c ell s  ar e  b a s al/ m y o e pit h eli al  c ell  e nri c h e d  w hil e  C D 4 9f +/l o  C D 2 9 l o 
C D 2 4 +/ hi   E p C A Mhi  c ell s  c o nt ai n  c ell s  b el o n gi n g  t o  t h e  l u mi n al  li n e a g e.  A  n u m b er  of  
a d diti o n al m ar k er s h a v e b e e n i d e ntifi e d a n d u s e d t o i s ol at e diff er e nt l u mi n al c ell e pit h eli al 
st at e s s u c h a s, c- kit, S c a -1 a n d C D 6 1 1 7  ( Fi g ur e 1. 2). M o st r e c e ntl y, it w a s s h o w n t h at t h e 
Pr ot ei n  C  R e c e pt or  ( Pr o cr),  a  W nt  t ar g et  g e n e  w a s  a  m ar k er  of  m ulti p ot e nt  m a m m ar y 
st e m c ell s wit h t h e a bilit y t o r e p o p ul at e b ot h t h e l u mi n al a n d b a s al e pit h eli al c ell s of t h e 
m a m m ar y gl a n d 1 8 . H o w e v er, i n 2 0 1 9 si n gl e c ell s e q u e n ci n g of t h e a d ult m a m m ar y gl a n d 
i d e ntifi e d 1 5 diff er e nti ati o n st at e s of m a m m ar y e pit h eli al c ell s c o n si sti n g of 4 b a s al a n d 1 1 
l u mi n al, s u g g e sti n g  t h at  t h e  m a m m ar y  gl a n d  i s  e v e n  m or e  c o m pl e x  t h a n ori gi n all y 
t h o u g ht1 9 .  
 
1. 1. 2 . M a m m a r y gl a n d i n p r e g n a n c y 
O v er  a  lif eti m e,  t h e  m a m m ar y  gl a n d  u n d er g o e s  dr a m ati c  a n d  r e g ul ar  c h a n g e s 
d uri n g  p u b ert y,  t h e  o e str o u s  c y cl e,  pr e g n a n c y  ( m or p h o g e n i c br a n c hi n g),  l a ct ati o n  a n d  
i n v ol uti o n ( Fi g ur e 1. 3). I n r e s p o n s e t o h or m o n al sti m uli , t h e m a m m ar y gl a n d u n d er g o e s 
m a s si v e str u ct ur al r e m o d elli n g b y pr olif er ati o n, diff er e nti ati o n a n d a p o pt o si s t hr o u g h e a c h 
of t h e s e st a g e s 2 0 – 2 2 . D u e t o t hi s pl a sti cit y, t h e  m a m m ar y gl a n d h a s b e e n  v a stl y u s e d t o 
el u ci d at e  t h e  s p e cifi c ati o n  of  c ell  f at e,  p ol arit y  a n d  br a n c hi n g  m or p h o g e n e si s.  D uri n g  
pr e g n a n c y ,  i n cr e a si n g  l e v el s  of  pr ol a cti n  ( Prl) a n d  pr o g e st er o n e   ( P g) l e a ds t o  t h e  
Fi g ur e 1. 2: M a m m ar y  gl a n d  hi er ar c h y.  C ell  s urf a c e  m ar k er s  of  i d e ntifi e d  m a m m ar y  e pit h eli al  
c ell s  i n  t h e  m o u s e  m a m m ar y  gl a n d ,  a d a pt e d  fr o m1 7 .  L eft  t o  ri g ht,  m a m m ar y  st e m  c ell  ( M a S C)  
gi v e s ri s e t o b ot h t h e l u mi n al a n d b a s al c ell s of t h e m a m m ar y gl a n d.  




d e v el o p m e nt  of  s e cr et or y  l o b ul oal v e oli  a n d  br a n c hi n g  m or p h o g e n e si s  i n  pr e p ar ati o n  f or  
l a ct ati o n. Al v e ol ar m or p h o g e n e si s r e q uir e s t h e e pit h eli al c ell s of t h e d u ct al br a n c h e s a n d 
al v e oli  t o  u n d er g o  m a s si v e  pr olif er ati o n  t o  e n s ur e  effi ci e nt  e pit h eli al  c ell  n u m b er s  a n d  
s urf a c e  ar e a  f or  a d e q u at e  mil k  pr o d u cti o n 2 3 . I n  mi d-pr e g n a n c y,  t h e  m a m m ar y  gl a n d  
u n d er g o e s  diff er e nti ati o n t o i niti at e a s e cr et or y st at e 2 4 . D uri n g t hi s p h a s e, t h e al v e oli f or m 
a si n gl e l a y er of p ol ari z e d c ell s s urr o u n di n g a l u m e n. A di s c o nti n u o u s l a y er of c o ntr a ctil e 
b a s al/ m y o e pit h eli al  c ell s  s urr o u n d  e a c h  al v e ol u s,  all o wi n g  t h e  l u mi n al  c ell s  t o  dir e ctl y  
c o nt a ct t h e  b a s e m e nt m e m br a n e. T hi s c o nt a ct i s r e q uir e d f or t h e c o m pl et e diff er e nti ati o n 
r e q uir e d  f or  l o b ul o al v e oli  m or p h o g e n e si s.  I n  l at e  pr e g n a n c y,  t h e  ti g ht  j u n cti o n s  of  t h e  
al v e oli cl o s e i n pr e p ar ati o n f or l a ct ati o n , i. e. a cti v ati o n of t h e s e cr et or y p h a s e2 3 . I n a d diti o n 
t o t h e v a st e x p a n si o n of t h e m a m m ar y e pit h eli al c ell s , e q u al c h a n g e s o c c ur i n ot h er c ell s 
of t h e m a m m ar y gl a n d, e. g. a di p o c yt e s a n d v a s c ul ar c ell s. A di p o c yt e s r e d u c e t h eir li pi d 
c o nt e nt a n d ar e s c att er e d t hr o u g h o ut t h e gl a n d 2 5 . D u e t o t h e hi g h e n er g y r e q uir e m e nt of 
t h e s e m a s si v e  ti s s u e  r e m o d elli n g  e v e nt s  a n d  l a ct ati o n,  v a s c ul ar  c ell s  al s o  e x p a n d  t o  
s u p pl y t h e a mi n o a ci d s, s u g ar s, et c 2 6 . W e a ni n g of off s pri n g  i n d u c e s t h e i n v ol uti o n of t h e 
m a m m ar y gl a n d. T hi s i s m ar k e d b y t h e s h e d di n g of al v e ol ar c ell s i nt o t h e l u m e n. T h e s e 
c ell s  u n d er g o  pr o gr a m m e d  c ell  d e at h  or  a p o pt o si s  m ar k e d  b y  d et e cti o n  of  cl e a v e d  
c a s p a s e -3. T h e  m a st er  r e g ul at or  of  t hi s  pr o c e s s  i s  Si g n al  tr a n s d u c er  a n d  a cti v at or  of  
tr a n s cri pti o n 3 ( S T A T 3). S T A T 3 h a s al s o b e e n s h o w n t o i n d u c e a b err a nt  i n v ol uti o n a n d i s 
t h o u g ht t o i n d u c e n e o pl a si a2 7 .  
T h e  W h e y  A ci di c  Pr ot ei n  ( W A P)  i s  a  mil k  pr ot ei n  e x pr e s s e d  s p e cifi c all y  i n  t h e  
m a m m ar y  gl a n d  d uri n g  pr e g n a n c y  i n  r e s p o n s e  t o  st er oi d  a n d  p e pti d e  h or m o n al  c u e s 2 8 . 
W A P s p e cifi cit y  i n  t h e  m a m m ar y  gl a n d  h a s  b e e n  u s e d  t o  cr e at e  i n d u ci bl e  a n d ti s su e 
s p e cifi c  m o u s e  m o d el s.  W A P  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  m or e  s p e cifi c  f or  t h e  m a m m ar y  
gl a n d  t h a n  t h e  m o u s e  m a m m ar y  t u m o u r  vir u s  (M M T V)  l o n g  t er mi n al  r e p e at  ( L T R)  
pr o m ot er  w hi c h h a s b e e n s h o w n t o al s o b e e x pr e s s e d i n a n ot h er gl a n d ul ar ti s s u e s s u c h 
a s t h e s ali v ar y gl a n d 2 9 – 3 1 . Tr a n s g e n e s h a v e b e e n t ar g et e d i nt o t h e W A P g e n e r e g ul at or y 
el e m e nt s ;  up o n  pr e g n a n c y  i n d u cti o n , t h e s e  g e n e s ar e  r e a dil y  e x pr e s s e d  i n  t h e  l u mi n al  
e pit h eli al  c ell s.  T hi s  a p pr o a c h  h a s  b e e n  u s e d  t o  st u d y  m a m m ar y  gl a n d  d e v el o p m e nt  
d uri n g pr e g n a n c y a n d t u m ori g e n e si s  b y pl a ci n g tr a n s g e n e s u n d er t h e c o ntr ol of t h e W A P 
pr o m ot er 3 2 – 3 4 .  





1 . 2. Br e a st C a n c er  
Br e a st c a n c er i s t h e m o st fr e q u e ntl y  di a g n o s e d c a n c er i n E ur o p e, a c c o u nti n g  f or 
1 5 % of all c a n c er r el at e d c ell d e at h s i n f e m al e s 3 5 . It i s a c a n c er of t h e gl a n d ul ar e pit h eli al 
c ell s  i n  t h e  m a m m ar y  gl a n d .  T y pi c all y,  br e a st  c a n c er  i s  cl a s sifi e d  a s  i n  sit u or  i n v a si v e  
d e p e n di n g  o n  w h et h er  t h e  t u m o ur  c ell s  h a v e  br o k e n  t hr o u g h  t h e  b a s e m e nt  m e m br a n e ; 
t h at i s m a d e u p of a fi br o u s, e xtr a c ell ul ar m atri x t h at f u n cti o n s t o s e p ar at e c ell s  fr o m t h e 
u n d erl yi n g  c o n n e cti v e  ti s s u e 3 6 . I n v a si v e t u m o ur s  ar e  c o n si d er e d  t o  b e  m or e  a d v a n c e d  
a n d a g gr e s si v e a s t h e y c o n si st of diff u s e c ell s, a n d h ar b o ur str o n g i nt er a cti o n s wit h t h e 
mi cr o e n vir o n m e nt . T hi s ai d s t h e m et a st a si s of t u m o ur c ell s t o di st a nt or g a n s s u c h a s t h e 
l u n g, br ai n a n d b o n e3 7 . 
 I n  t h e  a d v e nt  of  pr e-di a g n o sti c  s cr e e ni n g  a n d  n e o a dj u v a nt  t h er a pi e s,  br e a st  
c a n c er 5- y e ar s ur vi v al  r at e s h a v e si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d d u e t o e arl y di a g n o si s.  H o w e v er, 
a p pr o xi m at el y  1 0- 1 5 %  of  br e a st  c a n c er  p ati e nt s  pr e s e nt  t o  t h e  cli ni c  wit h  a  hi g hl y  
a g gr e s si v e di s e a s e t h at h a s pr o gr e s s e d i nt o di st a nt  m et a st a si s. T h e s e p ati e nt s h a v e p o or 
pr o g n o s e s  a n d  t h e  pr e s cri b e d  t h er a p y  i s  u s u all y  o nl y  p alli ati v e.  T h e y r e c ei v e 
c h e m ot h er a p e uti c a g e nt s s u c h a s t a m o xif e n  t h at h a v e a l ar g e r a n g e of off-t ar g et eff e ct s 
i m p e di n g t h e  p ati e nt’ s  q u alit y  of  lif e.  T h e  h et er o g e n eit y  of t h e s e  l at e  st a g e t u m o ur s 
m a k e s t h e m diffi c ult t o tr e at 3 8 . It i s t h er ef or e r e q uir e d t h at a d diti o n al pr o g n o sti c m ar k er s 
ar e  i d e ntifi e d  t o  i m pr o v e m ort alit y  r at e s  a n d  i n cr e a s e  t h e  q u alit y  of  p alli ati v e  c ar e  f or  
t er mi n al p ati e nt s wit h m et a st ati c di s e a s e. T o a c hi e v e t hi s, it i s e s s e nti al  t o i d e ntif y s p e cifi c 
Fi g ur e 1. 3: M a m m ar y  gl a n d  d e v el o p m e nt  d uri n g  p u b ert y,  a d ult h o o d,  pr e g n a n c y  a n d  
l a ct ati o n,  a d a pt e d  fr o m2 4 0 . A.  T h e  m a m m ar y  d u ct al  tr e e  d uri n g  p u b ert y  o nl y  fill s  h alf  of  t h e  
m a m m ar y f at p a d . B. T h e a d ult vir gi n m a m m ar y gl a n d wit h a f ull y d e v el o p e d d u ct al tr e e i n cl u di n g 
si d e  br a n c h e s.  C.  D uri n g  pr e g n a n c y  t h e  d u ct al  tr e e  e x p a n d s  wit h  t h e  d e v el o p m e nt  of  al v e ol ar  
b u d s. D.  D uri n g  l a ct ati o n  t h e  m a m m ar y  f at  p a d  i s  c o m pl et el y  fill e d  wit h  l ar g e  mil k  pr o d u ci n g 
m at ur e al v e oli.  
A B C D 




si g n alli n g  p at h w a y s a n d m ol e c ul ar m e c h a ni s m s t h at i nfl u e n c e t h e s ur vi v al of t u m o ur c ell s  
f oll o wi n g t h er a p e uti c i nt er v e nti o n. 
 
1. 2. 1. Br e a st c a n c er cl a s sifi c ati o n  
Br e a st c a n c er i s a c o m pl e x a n d h et er o g e n e o u s di s e a s e c o m pri s e d of a v ari et y of 
c ell t y p e s a n d e xtr a c ell ul ar c o m p o n e nt s  t h at g e n er at e n u m er o u s  br e a st c a n c er s u bt y p e s 
wit h  v ari e d  cli ni c al  o ut c o m e  a n d  r e s p o n s e  t o  t h er a p y 3 9, 4 0 . F or  a b o ut  2 0  y e ar s,  br e a st  
c a n c er s h a v e b e e n gr o u p e d b a s e d o n t h eir m ol e c ul ar s u bt y p e s i n or d er t o b ett er pr e di ct 
p ati e nt  pr o g n o si s  a n d  d et er mi n e  c orr e ct  a nti -c a n c er  tr e at m e nt  str at e gi e s 4 1 .  S e v er al  
i ntri n si c m ol e c ul ar s u bt y p e s of br e a st c a n c er s h a v e b e e n i d e ntifi e d b a s e d o n mi cr o arr a y 
g e n e  e x pr e s si o n  a n al y si s:  L u mi n al  A,  L u mi n al  B,  H er 2 + ,  B a s al-li k e  a n d  Cl a u di n-l o w 
( Fi g ur e 1. 4).  
 
T h e s e  m ol e c ul ar  s u bt y p e s  h a v e  si g nifi c a ntl y  diff er e nt  pr o g n o s e s  b a s e d  o n  t h eir  
pr e di ct e d  di s e a s e -fr e e  s ur vi v al4 2 .  T h e y  ar e t y pi c all y  di vi d e d  i nt o diff er e nt  m ol e c ul ar 
s u bt y p e s  b a s e d  o n  t h e  e x pr e s si o n  of  t h e  bi o m ar k er s  Ki -6 7, e str o g e n  r e c e pt or  ( E R α ), 
pr o g e st er o n e r e c e pt or ( P R) a n d  t h e h u m a n e pi d er m al gr o wt h f a ct or r e c e pt or 2 ( H E R 2 ). 
L u mi n al A br e a st c a n c er s ar e t h e m o st c o m m o n a n d h a v e a l o w pr olif er ati v e i n d e x ( Ki -
6 7),  hi g h  e x pr e s si o n  of E R α  a n d P R b ut  n ot  H E R 2.  P ati e nt s  di a g n o s e d  wit h  L u mi n al  A  
br e a st c a n c er h a v e t h e b e st cli ni c al o ut c o m e a s t h e s e c a n c er s g e n er all y r e s p o n d w ell t o 
h or m o n e  t h er a pi e s 4 3 .  L u mi n al  B  br e a st  c a n c er s  h a v e  a  si mil ar  m ol e c ul ar  s u bt y p e  t o  
L u mi n al  A .  Ho w e v er,  t h e y h a v e  a  hi g h  pr olif er ati v e  i n d e x  ( Ki -6 7)  a n d  c a n  e x pr e s s  t h e  
r e c e pt or  H E R 2.  T h er ef or e,  t h e s e  t u m o ur s  ar e  m or e  a g gr e s si v e  b ut  r e s p o n d  w ell  t o  
h or m o n al t h er a p y i n c o m bi n ati o n wit h  a nti -H E R 2 t h er a p y ( Tr a st u z u b m a b) 4 4 . P ati e nt s t h at 
o nl y e x pr e s s E R B B 2/ H E R 2, f all i nt o t h e H E R 2-e nri c h e d s u bt y p e of br e a st c a n c er. T h e s e 
p ati e nt s o nl y r e s p o n d t o a nti -H E R 2 t h er a p y i n c o m bi n ati o n wit h c h e m ot h er a p y. Alt h o u g h  
Fi g ur e 1. 4:  Br e a st c a n c er s u bt y p e s.  




i niti al r e s p o n s e t o t h er a p y i s pr o mi si n g , t h e s e p ati e nt s r e m ai n t o h a v e a l o w o v er all 5-y e ar 
s ur vi v al  r at e  d u e  t o  r e si st a n c e  g e n er ati o n 4 5 .  L a stl y,  br e a st  c a n c er s  pr e s e nti n g  wit h  n o  
e x pr e s si o n of t h e af or e m e nti o n e d h or m o n e r e c e pt or s ar e r ef err e d  t o a s b a s al-li k e/tri pl e-
n e g ati v e br e a st c a n c er s ( T N B C). T h e s e p ati e nt s h a v e a v er y p o or pr o g n o si s d u e t o t h e 
l a c k  of  t ar g et a bl e  h or m o n e  r e c e pt or s.  A s  t h e  o nl y  c o ur s e  of  a cti o n  f or  t h e s e  p ati e nt s  i s  
c h e m ot h er a p y  w hi c h  h a s  a  n u m b er  of  t o xi c  off -t ar g et  eff e ct s,  t h e y  t y pi c all y  h a v e  a n  
e xtr e m el y  p o or  q u alit y  of  lif e 4 1, 4 6 . Wit hi n  t h e  T N B C  s u bt y p e,  a  n e wl y  i d e ntifi e d  s u bt y p e  
a c c o u nti n g  f or  7 -1 4 %  of  i n v a si v e  br e a st  c a n c er s  k n o w n  a s  Cl a u di n -l o w  h a s  b e e n  
d e s cri b e d.  Cl a u di n -l o w  br e a st  c a n c er s  h a v e  l o w  e x pr e s si o n  of  l u mi n al  c ell  g e n e s,  
e pit h eli al  c ell -c ell  a d h e si o n,  ti g ht  j u n cti o n s,  E -c a d h eri n  a n d  Cl a u di n s  2,  4  a n d  7.  T hi s 
m ol e c ul ar  pr ofil e  g e n er at e s  a  str o n g  e pit h eli al  t o  m e s e n c h y m al  ( E M T)  a n d  st e m  c ell  
p h e n ot y p e  t h at  si g nifi c a ntl y  e n h a n c e s  t h e  m et a st ati c  a bilit y  of  t h e s e  t u m o ur s4 7, 4 8  ( T a bl e 
1 . 1)4 9 .  
T ar g et e d  t h er a pi e s  s p e cifi c all y  bl o c k  t h e  a cti vit y  of  t ar g et  m ol e c ul e s  r e q uir e d  f or  
t u m o ur c ell gr o wt h a n d s ur vi v al. It i s cl e ar t h at m ol e c ul ar s u bt y pi n g of br e a st c a n c er h a s 
gr e atl y i m pr o v e d t h e q u alit y of lif e a n d o v er all s ur vi v al of p ati e nt s o wi n g pri m aril y t o t h e 
d e v el o p m e nt  of  t ar g et  t h er a pi e s.  T h e  fir st  t ar g et e d  t h er a p y, i n  1 9 8 5,  w a s  a  m o n o cl o n al  
a nti b o d y  t h at  bi n d s  a n d  i n hi bit s  t h e  H E R 2  r e c e pt or 5 0, 5 1 .  Si n c e  t h e n, t ar g et e d  t h er a pi e s 
h a v e c o m e  a l o n g w a y wit h  t h e d e v el o p m e nt of t a m o xif e n a g ai n st E R 5 2 . H o w e v er, b a s al -
li k e  br e a st  c a n c er  (B L B C) h a s  l a g g e d  b e hi n d  t h e  ti m e s  wit h  n o  t ar g et e d  t h er a pi e s  
a v ail a bl e. It i s cl e ar m or e r e s e ar c h i s r e q uir e d t o i d e ntif y p o s si bl e m ol e c ul ar t h er a p e uti c 
T a bl e 1. 1:  Br e a st  c a n c er  s u bt y p e s  i n cl u di n g  m ol e c ul ar  pr e s e nt ati o n  (i m m u n o hi st o c h e mi str y), 
pr o g n o si s a n d g e n er al n ot e s a s s o ci at e d wit h e a c h s u bt y p e, a d a pt e d fr o m 4 9 . 
 




tar g et s  i n  B L B C  i n  or d er  t o  i m pr o v e  b ot h  t h e  p ati e nt’ s  q u alit y  of  lif e  a n d  o v er all  5 -y e ar 
s ur vi v al.  
1. 2. 2. B a s al -li k e br e a st c a n c er 
B a s al -li k e  br e a st  c a n c er  ( B L B C) a c c o u nt s f or  1 5 %  of  all  br e a st  c a n c er s; t h e y 
m ai nl y aff e ct  y o u n g w o m e n a n d ar e oft e n v er y a g gr e s si v e wit h a hi g h r e o c c urr e n c e r at e . 
B a s al -li k e  t u m o ur s  h a v e  si mil ar  g e n e  e x pr e s si o n  pr ofil e s  t o  t h e  n or m al  
b a s al/ m y o e pit h eli al c ell s of t h e br e a st. F or t hi s r e a s o n t h e y  l a c k t ar g et a bl e r e c e pt or s (t h at 
ar e  pr e s e nt  o n  l u mi n al  br e a st  c a n c er s ) a n d  ar e  u nr e s p o n si v e  t o  c urr e ntl y  a v ail a bl e  
t ar g et e d  t h er a pi e s. U p o n  cli ni c al  pr e s e nt ati o n,  t h e s e  t u m o ur s  s h o w  a  hi g h  mit oti c  i n d e x  
( hi g h  pr olif er ati o n),  str o n g  l y m p h o c yt e  i nfiltr ati o n  a n d  i n v a si v e  p h e n ot y p e s 5 3, 5 4 .  Alt h o u g h  
B L B C s  ar e  u s u all y  tri pl e -n e g ati v e,  o n e  st u d y  f o u n d  t h at  o nl y ar o u n d  7 5 %  of  T N B C  
o v erl a p p e d wit h a b a s al -li k e g e n e e x pr e s si o n pr ofil e5 5, 5 6 . I n or d er t o c orr e ctl y c h ar a ct eri s e 
B L B C  a n d  T N B C , t h e  bi o m ar k er  m ol e c ul ar  e x pr e s si o n  p att er n  m u st  b e  e m pl o y e d.  
T u m o ur s p o siti v e f or eit h er  C K 5/ 6/ 1 4/ 1 7 a n d/ or E G F R i n a d diti o n t o st ai ni n g n e g ati v e f or 
E R,  P R  a n d  H E R 2  ar e  tri pl e -n e g ati v e  B L B C s 5 7 . T h e s e  f e at ur e s  ar e  r e s p o n si bl e  f or  t h e  
p o or t h er a p e uti c r e s p o n s e a n d hi g h r el a p s e r at e.  
G e n eti c  m ut ati o n s  a c c o u nt  f or  ~ 1 0 %  of  br e a st  c a n c er s.  T h e  m o st  w ell -st u di e d 
b a s al -li k e  br e a st  c a n c ers ar e  f a mili al  a n d  a s s o ci at e d  wit h  B R C A 1/ 2  m ut ati o n s 5 8, 5 9 . 
H o w e v er,  ar o u n d  8 5 %  of  all  T N B C  d o  n ot  h ar b o ur  h er e dit ar y B R C A  m ut ati o n s  b ut  
s o m ati c m ut ati o n s i n t h e t u m o ur s u p pr e s s or g e n e  T P 5 3 i n 8 0 % of t u m o ur s5 6, 5 8 . F oll o wi n g 
t hi s, PI K 3 C A  i s m ut at e d i n 9 % of b a s al br e a st t u m o ur s. H o w e v er, m a n y c o m p o n e nt s of 
t hi s  p at h w a y  ar e  al s o a m plifi e d  b ut  n ot  m ut at e d  i n  b a s al -li k e  c a n c er s  s u c h  a s  K R A S  
( 3 2 %), E G F R  ( 2 3 %), B R A F  ( 3 0 %) a n d PI K 3 C A  ( 4 9 %). T h e r e c e pt or t yr o si n e ki n a s e M E T  
i s a m plifi e d a n d a pl a u si bl e t ar g et i n b a s al-li k e t u m o ur s5 6, 6 0 . B a s e d o n t h e s e g e n eti c d at a, 
it’ s  li k el y  t h at  s o m ati c  m ut ati o n s  i n  T P 5 3  a n d  t h e  PI 3 K  p at h w a y  ar e  t h e  m o st  c o m m o n  
dri v er s  of  b a s al  br e a st  c a n c er s.  Ot h er  p at h w a y s  t h at  c o ntri b ut e  t o  di s e a s e  b ut  ar e n’t  
n e c e s s aril y i niti al  dri v er s  in cl u d e  c o m p o n e nt s  of  t h e  W nt -β -c at e ni n  p at h w a y 6 1 .  A b err a nt 
W nt  si g n alli n g  i s  c o n si d er e d  a  c h ar a ct eri sti c  of  b a s al -li k e  br e a st  c a n c er  a n d  e n h a n c e s  
m et a st a si s li k el y t hr o u g h t h e a cti v ati o n of st e m c ell a n d m e s e n c h y m al li k e pr o p erti e s 6 1 – 6 3 . 
 
1. 3. C a n c er St e m C ell s  
C a n c er st e m c ell s  ( C S C s) or g er m c ell s w er e pr o p o s e d t o b e t h e ori gi n of c a n c er s 
ar o u n d 1 5 0 y e ar s a g o 6 4 . H o w e v er, o nl y r e c e ntl y wit h  t h a n k s t o t h e a d v a n c e m e nt of st e m 




c ell  bi ol o g y  t e c h ni q u e s  w e  h a v e  b e e n  a bl e  t o  t e st  t hi s  h y p ot h e si s.  T h e  fir st  c o n cr et e  
e vi d e n c e of t h e e xi st e n c e of C S C s  c a m e i n 1 9 9 4 w h e n L a pi d ot  a n d c oll e a g u e s w er e a bl e 
t o i s ol at e a s u b p o p ul ati o n of a c ut e m y el oi d l e u k a e mi a ( A M L) c ell s t h at w h e n tr a n s pl a nt e d 
i nt o N O D/ S CI D mi c e w er e a bl e t o i niti at e t u m o ur s r e s e m bli n g t h e pri m ar y t u m o ur6 5 . C S C s 
h a v e t h e a bilit y t o s e lf-r e n e w (i. e. gi v e ri s e t o i d e nti c al pr o g e n y) a n d diff er e nti at e l e a di n g 
t o  t h e  r e p o p ul ati o n  a n d  g e n er ati o n  of  a  t u m o ur  t h at  r e s e m bl e s  t h e  ori gi n al.  T h e s e  
pr o p erti e s ar e r e s p o n si bl e f or t h e l o n g e vit y or e v e n i m m ort alit y of t u m o ur c ell s, e n a bli n g 
t h e m t o c o n st a ntl y m ai nt ai n t h e t u m o ur m a s s b y g e n er ati n g  i m m e n s e h et er o g e n eit y. Wit h 
t h e s e pr o p erti e s, it i s n o w o n d er w h y C S C s c o ntri b ut e t o m et a st a si s, t u m o ur r el a p s e a n d 
r e si st a n c e g e n er ati o n.  
T h e  fir st  e vi d e n c e  f or  C S C s  i n  s oli d  t u m o ur s  w a s  fr o m  Al -H ajj  et  al. , w h o  u s e d  
fl u or e s c e n c e a cti v at e d c ell s orti n g ( F A C S) t o i s ol at e diff er e nt c ell p o p ul ati o n s fr o m h u m a n 
br e a st  c ar ci n o m a s  b a s e d  o n  t h e  c ell  s urf a c e  e x pr e s si o n  of  C D 2 4  a n d  C D 4 4.  T h e s e  
p o p ul ati o n s  w er e  t h e n  tr a n s pl a nt e d  i nt o  i m m u n o -d efi ci e nt  mi c e.  O nl y  t h e  C D 2 4 - C D 4 4 +  
p o p ul ati o n  w a s  r e a dil y  c o m p et e nt  t o  f ull y  f or m  t u m o ur s  t h at  r e s e m bl e d  t h e  pri m ar y  
s p e ci m e n c o nt ai ni n g C D 2 4 - C D 4 4 + c ell s a n d C D 2 4 +  C D 4 4 +  c ell s. S eri al tr a n s pl a nt ati o n of 
t h e s e t u m o ur s f urt h er c o nfir m e d  t h e s elf-r e n e w al c a p a cit y of C D 2 4- C D 4 4 +  c ell s 6 6 . T h e s e 
d at a  s u p p ort  t h e  hi er ar c h y  or  C S C  m o d el,  w h er e b y  fr a cti o ni n g  t u m o ur  c ell s  i nt o  C S C -
e nri c h e d  a n d  C S C -d e pl et e d  fr a cti o n s  s h o w  t h e y  h a v e  diff er e nt  t u m o ur  r e p o p ul ati n g  
p ot e nti al s. 
T u m o ur s  ar e  i ntri n si c all y  h et er o g e n e o u s  c o m pri si n g  of  c ell s  wit h  diff er e nt 
diff er e nti ati o n st at u s’ a n d pr olif er ati v e c a p a citi e s  a s a r e s ult of v a st g e n eti c a n d e pi g e n eti c 
v ari ati o n 6 7, 6 8 .  T hi s  o b s er v ati o n  h a s  l e d  t o  t h e  pr o p o s al  of  m ulti pl e  m o d el s  t o  e x pl ai n  
t u m o ur het er o g e n eit y; t h e st o c h a sti c a n d hi er ar c h y/ C S C m o d el 6 9 . I n t h e st o c h a sti c m o d el, 
it  i s  ar g u e d  t h at  t u m o ur s  ar e  h o m o g e n o u s a n d  t h at  a n y  h et er o g e n eit y  i s  a  r e s ult  of  
i ntri n si c  ( e. g.,  si g n alli n g  p at h w a y s  or  tr a n s cri pti o n al  l e v el s)  or  e xtri n si c  i nfl u e n c e s  ( e. g.,  
i m m u n e r e s p o n s e s a n d t h e mi cr o e n vir o n m e nt). I n t hi s m o d el, e v er y c ell i n a gi v e n t u m o ur 
h a s  t h e  a bilit y  t o  b e h a v e  li k e  a  C S C  a s  a  r e s ult  of  i ntri n si c  or  e xtri n si c  i nfl u e n c e s 7 0 – 7 2  
( Fi g ur e 1. 5, l eft). O n t h e ot h er h a n d, t h e C S C m o d el ar g u e s t h at c ell ul ar hi er ar c h y a n d/ or 
h et er o g e n eit y  i s  a  r e s ult  of  a  si n gl e  C S C  t h at  h a s  t h e  a bilit y  t o  gi v e  ri s e  t o a  f ull y  
h et er o g e n e o u s  t u m o ur  ( Fi g ur e 1. 5,  ri g ht).  T hi s  m o d el  i s  a  c ari c at ur e  of  n or m al  
d e v el o p m e nt a n d r e p air i n ti s s u e s s u c h a s t h e i nt e sti n e a n d s ki n. C S C s ar e c h ar a ct eri z e d 
b y t h eir a bilit y t o r e p o p ul at e a f ull y h et er o g e n e o u s t u m o ur fr o m a si n gl e c ell. I n t hi s r e g ar d 
t h e y  h a v e  t h e  a bilit y  t o  s elf-r e n e w (t h e  a bilit y  t o  gi v e  ri s e  t o  d e s c e n d a nt s  i d e nti c al  t o  
t h e m s el v e s) a n d m ai nt ai n t h e t u m o ur a s a w h ol e 7 3, 7 4 . C S C s ar e t h o u g ht t o c o ntri b ut e t o 
m et a st a s i s w hi c h i s r e s p o n si bl e  f or  o v er  9 0 %  of  l et h alit y  i n  p ati e nt s7 5 . In  or d er  t o  
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eff e cti v el y  t er mi n at e  a  t u m o ur,  o n e  w o ul d  h a v e  t o  s p e cifi c all y  t ar g et  C S C s  t o  n ot  o nl y  
er a di c at e t h e pri m ar y t u m o ur b ut al s o t h e m et a st ati c l e si o n s t h at ari s e fr o m C S C s.  
 
M et a st a si s, n ot t h e pri m ar y t u m o ur, i s t h e m ai n c a u s e of c a n c er m ort alit y. M a n y 
st u d i e s  h a v e  s h o w n  t h at  C S C s c orr el at e  wit h  m et a st a si s. I n  gli o bl a st o m a  a n d  l u n g  
a d e n o c ar ci n o m a , t h e e x pr e s si o n of t h e C S C m ar k er C D 1 3 3 c orr el at e s wit h p o or cli ni c al 
o ut c o m e 7 6, 7 7 .  O nl y  a b o ut  0. 0 1 %  of  cir c ul ati n g  t u m o ur  c ell s  h a v e  t h e  a bilit y  t o  d e v el o p  
m a cr o m et a st a s e s 7 8 . A  r e c e nt  st u d y  i n  h u m a n  m et a st ati c  br e a st  c a n c er  f o u n d  t h at  t h e  
m et a st ati c  c ell s  fr o m  l o w  b ur d e n  ti s s u e s  h a v e  C S C,  E M T,  pr o -s ur vi v al  a n d  d or m a n c y  
g e n e  e x pr e s si o n  si g n at ur e s . I n c o ntr a st,  hi g h  b ur d e n  m et a st a s e s  e x pr e s s  m or e  l u mi n al  
dif f er e nti at e d  c ell s  t h at  r e s e m bl e t h e  pri m ar y  t u m o ur. P h e n ot y pi c all y,  c ell s  fr o m  l o w  
b ur d e n ti s s u e s h a d a n e xtr e m el y hi g h t u m o ur r e p o p ul ati n g  fr e q u e n c y w h e n tr a n s pl a nt e d 
i nt o  i m m u n o-d efi ci e nt  mi c e  a n d  c o ul d  diff er e nti at e  i nt o  l u mi n al  t u m o ur s 7 9 . T o  d at e,  it  
r e m ai n s u n k n o w n w h at  s p e cifi c c ell t y p e  i s r e s p o n si bl e f or m et a st a si s. C S C s ar e t h o u g ht 
t o b e r e s p o n si bl e f or t hi s pr o c e s s a s t h e C S C h y p ot h e si s st at e s t h at o nl y C S C s h a v e t h e 
a bilit y  t o  i niti at e  a n d  s u st ai n  a  f ull y  h et er o g e n e o u s  t u m o ur 8 0 .  S e v er al  st u di e s  h a v e  
pr o vi d e d e vi d e n c e f or t h e r ol e of C S C s i n br e a st c a n c er m et a st a si s. O n e st u d y s h o w e d 
t h at i n e arl y b o n e m arr o w m et a st a si s, 7 1 % of t u m o ur c ell s e x pr e s s e d t h e C S C m ar k ers 
Fi g ur e 1. 5:  T h e c a n c er st e m c ell v er s u s t h e st o c h a sti c m o d el. L eft, t h e st o c h a sti c m o d el s h o wi n g 
t h at i n a h et er o g e n e o u s t u m o ur, e a c h s u bt y p e c a n pr olif er at e a n d diff er e nti at e wit h o ut li mit s. Ri g ht, 
t h e  C S C  m o d el  s h o wi n g  t h at  o nl y  a  mi n ut e  s u b s et  of  t u m o ur  c ell s  h a v e  t h e  a bilit y  t o  s elf-r e n e w, 
pr olif er at e a n d diff er e nti at e wit h o ut li mit s.  
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C D 4 4 +  C D 2 4 -8 1 . W hil e  a n ot h er  br e a st  c a n c er  st u d y  s h o w e d  t h at  pl e ur al  m et a st a si s  
f oll o wi n g  n e o a dj u v a nt  c h e m ot h er a p y  w er e  e nri c h e d  f or  t h e  C D 4 4+  C D 2 4 - s u b p o p ul ati o n 
s u g g e sti n g b ot h a li n k b et w e e n C S C s wit h  m et a st a si s a n d c h e m or e si st a n c e 8 2 .  
O v er all,  C S C s  ar e  c orr el at e d  wit h  a  d e cr e a s e  i n  p ati e nt  s ur vi v al 8 3 .  T hi s  i s  li k el y  
d u e t o t h eir r ol e i n m et a st a si s. T h er ef or e, t h e pr o b a bl e k e y t o i m pr o vi n g p ati e nt s ur vi v al 
f oll o wi n g  di a g n o si s  i s  t h e  i d e ntifi c ati o n  of  C S C s  a n d  t h e  s p e cifi c  p at h w a y s  t h at  e n a bl e  
t h e s e  c ell s  t o  e x hi bit  t h eir  f u n cti o n.  T ar g eti n g  t h e s e  p at h w a y s  will  gi v e  ri s e  t o  a  n e w  
g e n er ati o n of a nti -c a n c er t h er a p e uti c s. I n c o m bi n ati o n wit h tr a diti o n al c h e m ot h er a p e uti c s 
t h at t ar g et t h e m aj orit y of hi g hl y pr olif er ati v e c ell s i n a t u m o ur, a nti-C S C t h er a p e uti c s will 
i nt er c e pt t h e t u m o ur at it s c or e ulti m at el y l e a di n g t o it s d e mi s e.  
 
1. 4. Si g n alli n g P at h w a y s i n C a n c er  
1. 4 . 1. W nt-β - cat e ni n  Si g n alli n g  
W nt  si g n alli n g  i s  a n  i m p ort a nt  p at h w a y  i m pli c at e d  i n  d e v el o p m e nt,  st e m  c ell  
c o ntr ol a n d c a n c er. I n 1 9 8 0, N ü s sl ei n a n d Wi s c h a u s i d e ntifi e d t h e g e n e wi n gl e s s  (w g ) a s 
a  s e g m e nt  p ol arit y  g e n e  i n  Dr o s o p hil a  e m br y o g e n e si s 8 4 .  I n  1 9 8 2, V ar m u s  a n d  N u s s e  
u s e d  t h e  m o u s e  m a m m ar y  t u m o ur  vir u s  ( M M T V)  t o  m ut at e  o n c o g e n e s  r e s p o n si bl e  f or  
m a m m ar y  gl a n d  t u m o ur s i n  mi c e.  I n  d oi n g  s o,  t h e y  di s c o v er e d  t h e  pr ot o -o n c o g e n e 
i nt e gr ati o n 1 (i nt 1)8 5 . I n 1 9 8 7, it w a s f o u n d t h at w g  a n d i nt 1 w er e h o m ol o g o u s g e n e s, s o 
t h e t w o n a m e s w er e a m al g a m at e d t o W nt 1 8 6, 8 7 .  
W nt -β -c at e ni n  h a s  t w o  f u n c ti o n s: i n  c ell  a d h e si o n  b et w e e n  c ell  s urf a c e s  a n d  i n  
si g n al  tr a n s d u cti o n  t o  t h e  n u cl e u s.  A d h er e n s  j u n cti o n s  ar e  c ell -c ell  j u n cti o n al  str u ct ur e s  
c o m p o s e d of E -c a d h eri n , α-c at e ni n a n d β - cat e ni n  c o m pl e x e s t h at f or m h o m o p hilli c, C a 2 + -
d e p e n d e nt  i nt er a cti o n s  t h at  h ol d  e pit h eli al  c ell s  t o g et h er.  At  a d h er e n s  j u n cti o n s , 
tr a n s m e m br a n e E-c a d h eri n wit h it s C -t er mi n al d o m ai n dir e ctl y bi n d s  t h e A R M d o m ai n of 
β -c at e ni n , w hi c h i nt er a ct s wit h α -c at e ni n  t h at bi n d s  t o a cti n fil a m e nt s. T hr o u g h t hi s pr ot ei n 
c o m pl e x,  a d h er e n s  j u n cti o n s  c a n  s e n d  si g n al s  t o  t h e  a cti n  c yt o s k el et o n  l e a di n g  t o  t h e  
r e or g a ni s ati o n of a cti n fil a m e nt s8 8 – 9 1 . 
I n  si g n al  tr a n s d u cti o n,  t h e  W nt-β -c at e ni n p at h w a y  h a s  b e e n  e xt e n si v el y  st u di e d  
a n d d e s cri b e d i n t h e c o nt e xt of d e v el o p m e nt a n d di s e a s e. W nt p at h w a y a cti v ati o n c a n b e 
c a n o ni c al  or  n o n -c a n o ni c al 9 2 .  T h e  c a n o ni c al  W nt-β -c at e ni n  p at h w a y  i s  t h e  m o st  
c o m pr e h e n si v el y  st u di e d . I n t hi s β- cat e ni n d e p e n d e nt p at h w a y, e xtr a c ell ul ar W nt pr ot ei n s 
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(w hi c h  ar e  gl y c o pr ot ei n s  s e cr et e d  b y  n ei g h b o uri n g  c ell s  a n d  ti s s u e s ) bi n d  t o  s e v e n  
tr a n s m e m br a n e  r e c e pt ors ,  Fri z zl e d ( F Z D) a n d its  c o -r e c e pt or s L o w -d e n sit y -li p o pr ot ei n 
r e c e pt or-r el at e d  pr ot ei n s  5/ 6  (L R P 5/ 6 )9 3, 9 4 .  T hi s  bi n di n g  i n d u c e s  t h e  r e cr uit m e nt  of  
c yt o pl a s mi c  di s h e v ell e d  ( D vl)  t h at  i s  a cti v at e d  b y  p h o s p h or yl ati o n 9 2 .  A cti v e  D vl dir e ctl y 
i nt er a ct s  wit h  A xi n i n d u ci n g  it s  tr a n sl o c ati o n  t o  t h e  pl a s m a  m e m br a n e  r e s ulti n g  i n  t h e  
f or m ati o n  of  a W nt  si g n al o s o m e 9 5 .  H er e t h e  di s s o ci ati o n  a n d  i n hi biti o n  of  G S K-3 β  fr o m 
A xi n  (i n t h e d e str u cti o n c o m pl e x)  r e s ult s i n G S K -3 β n o l o n g er b ei n g a bl e t o p h o s p h or yl at e 
β -c at e ni n o n  it s  N -ter mi n u s  u s u all y  r e s p o n si bl e  f or  it s  s u b s e q u e nt  u bi q uiti n ati o n  b y β -
Tr C P a n d  d e gr a d ati o n  b y  t h e  pr ot e a s o m e 9 6 .  A s  a  r e s ult,  st a bili z e d  β- cat e ni n  i s  fr e e  t o  
a s s o ci at e wit h  t h e tr a n s cri pti o n f a ct or s L E F 1 or t h e T C F’ s  a n d tr a n sl o c at e t o t h e n u cl e u s , 
w h er e t h e y  i n d u c e  t h e  tr a n s cri pti o n  of a  n u m b er  of  β - cat e ni n  t ar g et  g e n e s,  e. g.  A xi n 2 , 
C c n d 1  a n d S n ai 1 9 7, 9 8  ( Fi gur e 1. 6) . T h e N -t er mi n u s of β-c at e ni n r e cr uit s c o -f a ct or s s u c h a s 
B C L 9 a n d P y g o w hil e t h e C -t er mi n u s bi n d s p 3 0 0/ C B P. T hi s tr a n s cri pti o n al c o m pl e x t h e n 
l e a d s t o t h e tr a n s cri pti o n of W nt t ar g et g e n e s9 9, 1 0 0 . 
 
β -c at e ni n i s a k n o w n pr ot o -o n c o g e n e. It h a s b e e n li n k e d t u m o ur i niti ati o n, gr o wt h 
a n d  m et a st a si s.  A b err a nt  a cti v ati o n  of  β -c at e ni n/ W nt  t hr o u g h  li g a n d  o v er -e x pr e s si o n, 
A P C  m ut ati o n s  a n d  g ai n  of  f u n cti o n  ( G O F)  β - cat e ni n  h a v e  all b e e n  s h o w n  t o  g e n er at e  
t u m o ur s  i n  br e a st,  s ki n,  c ol o n  a n d  li v er3 3, 1 0 1 – 1 0 5 .  A P C  m ut ati o n s  ar e  t h e  m o st  c o m m o n  
Fi g ur e 1. 6 : T h e c a n o ni c al W nt si g n alli n g p at h w a y.  L eft, l a c k of W nt  li g a n d s l e a d t o t h e d e gr a d ati o n 
of β -c at e ni n b y t h e d e str u cti o n c o m pl e x ( A xi n, C k -1, G s k -3 β a n d A P C). Ri g ht, i n t h e pr e s e n c e of W nt 
si g n al s, W nt bi n d s t o L R P/ Fri z zl e d r e c e pt or s l e a di n g t o t h e i n a cti v ati o n of t h e d e str u cti o n c o m pl e x. Β -
c at e ni n t h er ef or e tr a n sl o c at e s t o t h e n u cl e u s w h er e it bi n d s wit h tr a n s cri pti o n al c o -a cti v at or s s u c h a s 
T C F/ L E F i niti ati o n t h e tr a n s cri pti o n of t ar g et g e n e s.  
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m ut ati o n  f o u n d  i n  h u m a n c ol o n  c a n c er s.  A P C  i s  a  t u m o ur  s u p pr e s s or  a n d  n e g ati v e  
r e g ul at or of β-c at e ni n. It i s p art of t h e d e str u cti o n c o m pl e x t h at bi n d s β -c at e ni n m ol e c ul e s 
t h at  h a v e  di s s o ci at e d  fr o m  a d h er e n s  j u n cti o n s  r e s ulti n g  i n β -c at e ni n p h o s p h or yl ati o n  b y  
C K 1 a n d s u b s e q u e ntl y G S K -3 β p ri or t o pr ot e o s o m al d e gr a d ati o n1 0 6 . 
I n br e a st c a n c er, β-c at e ni n i s r ar el y m ut at e d. H o w e v er, i n b a s al -li k e br e a st c a n c er 
β -c at e ni n i s hi g hl y e x pr e s s e d a n d a cti v e 1 0 7 . N u cl e ar a n d c yt o s oli c l o c ali s ati o n of β-c at e ni n 
h a s  b e e n  a s s o ci at e d  wit h  b a s al  c ell  m ar k er s,  E M T  a n d  st e m  c ell  e nri c h m e nt 6 1 .  I n  
a gr e e m e nt  wit h  t h e s e  o b s er v ati o n s,  m o u s e  m a m m ar y  t u m o u r s  dri v e n  b y  a b err a nt  β-
c at e ni n -W nt  a cti v ati o n ( M M T V-W nt 1  a n d  W A P cr e;  β -c at e ni n G O F )  g e n er at e  b a s al-li k e 
br e a st  t u m o ur s  wit h  a  st e m  c ell -e nri c h e d  p o p ul ati o n 3 3, 1 0 8 .  It  i s  cl e ar  t h at  β-c at e ni n -W nt 
si g n alli n g h a s i m p ort a nt i m pli c ati o n s i n t u m ori g e n e si s a n d st e m c ell p h e n ot y p e s of b a s al -
li k e  m a m m ar y  t u m o ur s  t h at  m a y  yi el d  a  wi n d o w  t o  t ar g et  C S C s  i n  b a s al-li k e  br e a st  
c a n c er s.  
 
1. 4 . 2. H G F -M et Si g n alli n g  
T h e  H G F  r e c e pt or  t yr o si n e  k i n a s e M et  i s  a  pr ot o-o n c o g e n e  l o c at e d  o n  t h e  c ell  
s urf a c e  of  e pit h eli al  c ell s  i n  t h e  li v er, br e a st,  ki d n e y  a n d  pr o st at e 1 0 9, 1 1 0 .  T h e  li g a n d  
r e s p o n si bl e f or M et  a c ti v ati o n w a s di s c o v er e d a s a n i n d u c er of s c att eri n g ( s c att er f a ct or, 
S F) a n d m otilit y ( h e p at o c yt e gr o wt h f a ct or, H G F)1 1 1 – 1 1 3 . T h e pr e c ur s or of H G F i s s e cr et e d 
b y m e s e n c h y m al c ell s a s a si n gl e -c h ai n p e pti d e t h at i s cl e a v e d b y e xtr a c ell ul ar pr ot e a s e s 
at  Ar g 4 9 4  a n d  V al 4 9 5.  T hi s  bi o a cti v e  m at ur e  f or m  i s  m a d e  u p  of  a n  α - a n d  β -c h ai n 
att a c h e d  b y  di s ul p hi d e  b o n d s 1 1 4 – 1 1 6 .  O n c e  H G F  bi n d s  t h e  r e c e pt or, M et  h o m o di m eri z e s 
a n d  b e c o m e s  p h o s p h or yl at e d  o n  a cti v e  sit e  t yr o si n es  Y 1 2 3 4  a n d  Y 1 2 3 5.  Y 1 3 4 9  a n d  
Y 1 3 5 6 l o c at e d at t h e c ar b o x y -t er mi n al t ail s u b s e q u e ntl y b e c o m e p h o s p h or yl at e d f or mi n g 
a M et  u ni q u e  d u al  S H 2  r e c o g niti o n  m otif 1 1 7, 1 1 8 . T hi s  p h o s p h or yl ati o n  c a s c a d e  l e a d s  t o  
a cti v ati o n of Sr c/f o c al a d h e si o n ki n a s e ( F A K), p h o s p h ati d yli n o sit ol 3 -ki n a s e ( PI 3 K), si g n al 
tr a n s d u c er  a n d  a cti v at or  of  tr a n s cri pti o n  3 ( S T A T-3)  a n d  R A S/ M E K  si g n alli n g  p at h w a y s  
( Fi g ur e 1.7) 1 1 8 – 1 2 1 .  
T h e  mi gr at or y  or  s c att eri n g  p h e n ot y p e  i n d u c e d  b y  H G F - Met  si g n alli n g  h a s  b e e n  
i m pli c at e d  i n  e m br y o ni c  d e v el o p m e nt.  T hi s  pr o c e s s,  l at er  t er m e d  e pit h eli al  t o  
m e s e n c h y m al  tr a n siti o n  ( E M T)  i s  e s s e nti al  f or  t h e  d e v el o p m e nt  of  a  t hr e e -di m e n si o n al 
b o d y  fr o m  t h e  t w o -l a y er  g er mi n al  di s k.  H G F- Met  si g n alli n g  h a s  al s o  b e e n  s h o w n  t o  b e  
e s s e nti al  f or  l at er  st a g e s  of  d e v el o p m e nt  s u c h  a s  g a str ul ati o n,  a n gi o g e n e si s,  n er v e  
s pr o uti n g a n d b o n e r e m o d elli n g. T hi s h a s b e e n d e m o n str at e d wit h t ar g et e d m ut ati o n s or 
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g e n eti c  k n o c k -o ut  of  H G F - Met  i n  t h e  m o u s e.  M o u s e  e m br y o s  n ull  f or  H gf or M et di e  i n  
ut er o  d u e  t o  m a s s  d ef e ct s  d uri n g  pl a c e nt al  d e v el o p m e nt 1 2 2, 1 2 3 .  H G F- Met  si g n alli n g  i s  
t h er ef or e e s s e nti al f or d e v el o p m e nt. T hi s si g n alli n g p at h w a y h a s al s o b e e n i m pli c at e d i n 
t h e  a d ult  d uri n g  w o u n d  h e ali n g  a n d  r e g e n er ati o n1 2 4 – 1 2 6 .  T hi s  i s  u n s ur pri si n g  d u e  t o  t h e 
r ol e of H G F- Met  i n E M T. E M T i s a n e s s e nti al c o m p o n e nt of w o u n d h e ali n g. I n or d er f or 
r e p air, e pit h eli al c ell s l o c at e d at t h e w o u n d e d g e n e e d t o pr olif er at e a n d mi gr at e t o f ull y 
r e g e n er at e/r e p air  t h e  ti s s u e.  I n  t h e  a d ult  li v er,  c o n diti o n al  k n o c k-o ut  of  M et h a d  n o  
p h e n ot y pi c  eff e ct  u n d er  p h y si ol o gi c al  c o n diti o n s.  H o w e v er,  u p o n  li v er  i nj ur y  t h e s e  mi c e  
w er e  h y p er s e n siti v e  t o  F A S -i n d u c e d  a p o pt o si s  w hil e  c o ntr ol  mi c e  a c q uir e d  mi n or  
i nj uri e s1 2 7 .  
 
It i s a c o m m o n p h e n o m e n o n t h at p at h w a y s e s s e nti al f or e m br y o ni c d e v el o p m e nt 
a n d  ti s s u e  r e g e n er ati o n  a n d  r e p air  ar e  a b err a ntl y  alt er e d  i n  c a n c er.  Aft er  all,  c a n c er  i s  
e s s e nti all y a d e v el o p m e nt al pr o gr a m g o n e a str a y. A s f or W nt -β - cat e ni n  si g n alli n g, H G F -
M et  si g n alli n g  h a s  al s o  b e e n  i m pli c at e d  i n  t u m ori g e n e si s  a n d  m et a st a si s 1 2 8, 1 2 9 .  It  h a s  
b e e n f o u n d t o b e a b err a ntl y a cti v at e d i n br e a st, li v er, c ol o n a n d p a n cr e ati c c a n c er. H G F-
Fi g ur e 1. 7 : H G F -M et  si g n alli n g.  L eft,  cl a s si c al  H G F -M et  si g n alli n g.  E xtr a c ell ul ar  H G F  bi n d s  t h e  
e xtr a c ell ul ar d o m ai n of t h e M et r e c e pt or l e a di n g t o r e c e pt or h o m o -di m eri z ati o n a n d p h o s p h or yl ati o n of 
t h e  i ntr a c ell ul ar  d o m ai n.  T hi s  f or m s  a  t a n d e m  S H 2  m otif  t h at  l e a d s  t o  t h e  r e cr uit m e nt  of  a d a pt or  
pr ot ei n s, G R B 2 a n d S H C a n d t h e eff e ct or m ol e c ul e s PI 3 K, S R C, S T A T 3, S H P 2 a n d S T A T 3 w hi c h l e a d 
t o  i n d u cti o n  of  c ell  pr olif er ati o n,  mi gr ati o n,  i n v a si o n,  s ur vi v al  a n d  E M T.  Ri g ht,  H G F-M et  i n d u cti o n  of  
W nt -β -c at e ni n si g n alli n g. H G F bi n d s t h e e xtr a c ell ul ar d o m ai n of t h e M et r e c e pt or. T hi s l e a d s t o t yr o si n e 
p h o s p h or yl ati o n of β -c at e ni n, l e a di n g t o it s i n cr e a s e d c yt o pl a s mi c a n d n u cl e ar β -c at e ni n. I n t h e n u cl e u s 
β -c at e ni n i n d u c e s g e n e tr a n s cri pti o n b y i nt er a cti o n wit h T C F/ L E F tr a n s cri pti o n f a ct or s.  
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M et  i s u p str e a m of a n u m b er of c a n c er i n d u ci n g/ pr o m oti n g si g n alli n g c a s c a d e s i n cl u di n g 
PI 3 K,  R A S,  S T A T 3  a n d  β - cat e ni n  si g n alli n g  r e s ulti n g  i n  t h e  pr o m oti o n  of  m ulti pl e  
t u m ori g e ni c  eff e ct s  s u c h  a s  a n gi o g e n e si s,  mi gr ati o n,  i n v a si o n  a n d  m et a st a si s1 0 9 . 
A cti v ati o n  of  t h e  M et  r e c e pt or  f a cilit at e s  a n oi ki s  r e si st a n c e, s ur vi v al  of  c ell s  t h at  h a v e  
e s c a p e d  t h e  pri m ar y  t u m o ur  a n d  i n v a d e d  i nt o  t h e  bl o o d  str e a m 1 3 0 .  O n c e  t h e s e  c ell s  
e xtr a v a s at e  a n d  c ol o ni z e  n e w  ti s s u e s,  H G F - Met  c o nti n u e s  it s  o n c o g e ni c  r ol e  b y  
i nt er a cti n g wit h t h e t u m o ur mi cr o e n vir o n m e nt, i n d u ci n g a n gi o g e n e si s1 3 1, 1 3 2 . I n s u p p ort of 
t hi s, c ell li n es e x pr e s si n g hi g h l e v el s of H G F -M et  i n d u c e t u m o ur s a n d m et a st a si s i n n u d e 
mi c e 1 3 3 . 
I n br e a st c a n c er, H G F-M et  e x pr e s si o n a n d a cti v ati o n i s u pr e g ul at e d i n a b o ut 7 0 % 
a n d 4 8 % of p ati e nt s , r e s p e cti v el y, a n d c orr el at e s wit h p o or p ati e nt o ut c o m e 1 1 0, 1 3 4 . W hil e 
p ati e nt s  r ar el y  ( 2 –3 %)  g e n er at e  s p or a di c  M E T  m ut ati o n s,  a cti v ati o n  of  t hi s  r e c e pt or  
t yr o si n e  ki n a s e  cl e arl y  h a s  str o n g  i m pli c ati o n s  i n  t u m ori g e n e si s1 3 5 .  G e n e  a n d  pr ot ei n 
e x pr e s si o n  st u di e s  h a v e  s h o w n  t h at  M et  i s  a n  e s s e nti al  pr ot ei n  i n  b a s al  br e a st  c a n c er  
pr o gr e s si o n  a n d  m et a st a si s 1 3 6 .  I n  a d diti o n,  H G F-M et  a cti v ati o n  i n  t h e  m a m m ar y  gl a n d  
u n d er t h e w h e y a ci di c pr ot ei n ( W A P) pr o m ot er  c o ntr ol s t h e diff er e nti ati o n st at e of  t u m o ur 
c ell s a n d l e a d s t o t h e  d e v el o p m e nt  of br e a st c a n c er wit h  a g e n e si g n at ur e si mil ar t o t h at 
of B L B C 3 3 . T h er ef or e, H G F-M et  si g n alli n g m a y li k el y b e a pl a u si bl e t ar g et f or B L B C s.  
 
1. 4 . 3. Hi p p o -Y A P  Si g n alli n g  
A criti c al si g n alli n g m o d ul e t h at h a s b e e n i m pli c at e d i n t h e m ai nt e n a n c e, s ur vi v al 
a n d e x p a n si o n of st e m c ell s i s t h e Hi p p o p at h w a y 1 3 7, 1 3 8 . T w o  f u n d a m e nt al c o m p o n e nts of 
t h e Hi p p o p at hw a y ar e Y e s- a s s o ci at e d pr ot ei n ( Y A P) a n d tr a n s cri pti o n al c o -a cti v at or wit h 
P D Z -bi n di n g m otif ( T A Z) t h at b ot h f u n cti o n a s tr a n s cri pti o n al c o -a cti v at or s . Y A P a cti v ati o n 
i s  d e p e n d e nt  o n  t h e  u p str e a m  ki n a s e s  of  t h e  Hi p p o  p at h w a y,  L ar g e  t u m o ur  s u p pr e s s or  
pr ot ei n 1/ 2 ( L at s 1/ 2 ), m a m m ali a n S T E 2 0-li k e pr ot ei n ki n a s e 1/ 2 (M st 1/ 2 ) a n d t h e a d a pt or 
pr ot ei n s  S al v a d or  h o m ol o g u e  1  ( S A V 1),  M O B  ki n a s e  a cti v at or  1 A  ( M O B 1 A)  a n d  
M O B 1 B 1 3 9 . I n t h e a b s e n c e of t h e s e si g n al s, t h e Hi p p o p at h w a y i s i n a cti v e, r e s ulti n g i n t h e 
tr a n sl o c ati o n of Y A P i nt o t h e n u cl e u s w h er e it bi n d s it s tra n s cri pti o n al a cti v at or T E A D 1 - 4 
a n d  eli cit s  g e n e  tr a n s cri pti o n.  H o w e v er,  w h e n  a cti v e,  t h e s e  pr ot ei n s  pr o m ot e  L A T S 1/ 2 -
d e p e n d e nt p h o s p h or yl ati o n of Y A P/ T A Z f a cil it atin g t h e bi n di n g of 1 4 - 3-3 l e a di n g t o t h eir 
c yt o pl a s mi c  a c c u m ul ati o n,  u bi q uiti n ati o n  a n d  s u b s e q u e nt  pr ot e o s o m al  d e gr a d ati o n  
( Fi g ur e 1. 8)1 4 0 .  
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HI P P O  ki n a s e s  c a n  b e  r e g ul at e d  b y  a  m ultit u d e  of  u p str e a m  f a ct or s  i n cl u di n g 
m e c h a ni c al f or c e s, W nt si g n alli n g, m et a b oli s m, G pr ot ei n c o u pl e d r e c e pt or ( G P C R)  a n d 
r e c e pt or si g n alli n g ( H E R 2 a n d E G F R)1 4 1 – 1 4 6 . I n or d er t o eff e cti v el y ti m e a n d e x e c ut e t h e 
c orr e ct m or p h o g e n e si s of li m b s a n d or g a n s d uri n g d e v el o p m e nt, c ell s n e e d t o s e n s e a n d 
i nt er a ct wit h t h eir s urr o u n di n g s. T hi s i s a c hi e v e d b y t h e c ell s a bilit y t o pr o b e t h e E C M a n d 
mi cr o e n vir o n m e nt t hr o u g h a d h e si v e pr ot ei n s s u c h a s c ell s urf a c e i nt e gri n s 1 4 7 . I n d oi n g s o, 
t h e s e c ell s d e v el o p a n a w ar e n e s s of e xtr a c ell ul ar f or c e s a n d c a n a dj u st t h eir a ct o m y o si n 
c o ntr a ctilit y,  r e or g a ni si n g  t h eir  F -a cti n  c yt o s k el et o n , c o n s e q u e ntl y  alt eri n g  t h eir  i nt er n al  
t e n si o n.  T hi s  p h e n o m e n o n  i s  t er m e d  m e c h a n otr a n s d u cti o n  a n d  i s  a n  e s s e nti al  p art  of  
d e v el o p m e nt, or g a n si z e, pr olif er ati o n, s elf -r e n e w al, w o u n d h e ali n g a n d t u m ori g e n e si s 1 4 8 . 
R e c e ntl y, Y A P a n d T A Z a cti vit y h a v e b e e n d e m o n str at e d t o b e str o n gl y r e g ul at e d b y t h e 
F- a cti n  c yt o s k el et o n’ s  t e n si o n  a n d  c o nf or m ati o n.  Y A P/ T A Z  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  
a cti v at e d i n c ell s t h at h a v e b e e n pl at e d o nt o stiff s u b str at e s d u e t o a cti v ati o n of t h e R h o -
a s s o ci at e d  pr ot ei n  ki n a s e   (R O C K ) p at h w a y a n d  hi g h  n o n -m u s cl e -m y o si n -II-dri v e n 
c yt o s k el et al t e n si o n. C o ntr ari wi s e, Y A P/ T A Z i s s e q u e st er e d i n t h e c yt o pl a s m w h e n c ell s 
ar e pl at e d o nt o s oft s u b str at e s 1 4 1, 1 4 9 .  
Y A P a n d T A Z h a v e b e e n s h o w n t o pl a y b ot h p o siti v e a n d n e g ati v e r ol e s o n W nt 
si g n alli n g. A t t h e l e v el of c a n o ni c al W nt si g n alli n g, Y A P/ T A Z r e g ul at e W nt si g n alli n g at t h e 
l e v el  of t h e β -c at e ni n d e str u cti o n  c o m pl e x.  A z z oli n,  et  al.  h a v e  s h o w n  t h at  Y A P/ T A Z  
i nt er a ct  wit h  c yt o pl a s mi c  β - cat e ni n  i n  t h e  d e str u cti o n  c o m pl e x.  I n  t h e  a b s e n c e  of  W nt  
si g n al s,  Y A P  a n d  T A Z  ar e  s e q u e st er e d  i n  t h e  c yt o pl a s m  b y  t h e  d e str u cti o n  c o m pl e x.  
H o w e v er, u p o n W nt  sti m ul ati o n Y A P/ T A Z ar e r el e a s e d fr o m t hi s c o m pl e x a n d c a n fr e el y 
tr a n sl o c at e t o t h e n u cl e u s w h er e t h e y i niti at e t h eir tr a n s cri pti o n al a cti viti e s wit h T E A D s ( 1-
4) . It w a s f urt h er s h o w n t h at Y A P a n d T A Z ar e e s s e nti al f or t h e u bi q uiti n E 3 li g a s e β Tr C P 
t o  b e r e cr uit e d  t o  t h e  d e str u cti o n  c o m pl e x.  T h er ef or e,  i n  t h e  a b s e n c e  of  Y A P/ T A Z , β -
c at e ni n  c a n n ot  b e  d e gr a d e d  r e s ulti n g  i n  i n cr e a s e d  n u cl e ar  β - cat e ni n  a cti vit y.  I n  
a gr e e m e nt wit h t hi s, Y A P/ T A Z k n o c k -o ut i n e m br y o ni c st e m c ell s c o m p e n s at e s  f or l o s s of 
W nt si g n a lli n g wit h β -c at e ni n b ei n g fr e el y a bl e t o tr a n sl o c at e t o t h e n u cl e u s 1 4 2 . At t h e l e v el 
of n o n -c a n o ni c al W nt si g n alli n g, H y u n W o o, et al. h a v e s h o w n t h at W nt li g a n d sti m ul ati o n 
r e s ult s i n a cti v ati o n of Y A P/ T A Z t hr o u g h a n alt er n ati v e W nt p at h w a y a cti n g t hr o u g h W nt -
F Z D/ R O R - Gα 1 2/ 1 3 -R h o -L at s 1/ 2 -Y A P/ T A Z. I n t hi s m o d el, W nt 5 a/ b or W nt 3 a bi n d s t h e F Z D 
r e c e pt or a cti v at e s t h e G -pr ot ei n s G α 1 2/ 1 3 t h at i n t ur n a cti v at e R h o s m all G T P a s e a cti vit y t o 
r e g ul at e t h e a cti n c yt o s k el et o n, L at s 1/ 2 i n hi biti o n a n d Y A P/ T A Z n u cl e ar tr a n sl o c ati o n 1 5 0 . It 
i s cl e ar t h at t h e HI P P O a n d W nt  p at h w a y s ar e ti g htl y i nt erli n k e d.  Th er e i s m u c h i nt er e st i n 
i d e ntif yi n g  n o v el  r e g ul at or s  of  Y A P/ T A Z  a cti vit y.  A n ot h er  p at h w a y  t h at  w a s  r e c e ntl y  
d e s cri b e d  i s  h o w  t h e  r e c e pt or  t yr o si n e  ki n a s e  E G F R  a cti v at e s  Y A P/ T A Z  a cti vit y  i n  
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h e p at o c ell ul ar  c ar ci n o m a  ( H C C)  c ell s.  It  w a s  f o u n d  t h at  E G F  sti m ul ati o n  of  H C C  c ell s  
i n d u c e s Y A P n u cl e ar tr a n sl o c ati o n1 4 6 . Alt h o u g h el u ci d ati o n of t h e s e u p str e a m r e g ul at or s 
i s e s s e nti al f or i d e ntif yi n g p at h w a y s t h at c o ul d b e m a ni p ul at e d t o i n d u c e w o u n d h e ali n g 
a n d r e g e n er ati o n vi a Y A P/ T A Z a cti vit y, t h e m a ni p ul ati o n of t h e s e p at h w a y s i n t h e c o nt e xt 
of  a nti -c a n c er  t h er a p y  will  li k el y  f ail  t o  t h e  pl a sti cit y  a n d  m ultit u d e  of  t h e s e  u p str e a m  
p at h w a y s.  
Y A P a n d  T A Z  ar e  c o m m o nl y  a cti v at e d  i n  h u m a n  m ali g n a n ci e s.  Y A P  a n d  T A Z  
h a v e b e e n s h o w n t o pr o m ot e ti s s u e gr o wt h a n d pr olif er ati o n t hr o u g h bi n di n g tr a n s cri pti o n 
f a ct or s s u c h a s T E A D s a n d S M A D s1 5 1 . A b err a nt a cti v ati o n of a n y of t h e s e pr o gr a m m e s 
c a n i niti at e or c o ntri b ut e t o t h e c a n c er pr o gr a m m e. A b err a nt a cti v ati o n of Y A P h a s b e e n 
s h o w n  t o h a v e  a  pr o mi n e nt  eff e ct  o n  o n c o g e ni c  si g n alli n g  i n  m a n y  c a n c er s,  i n cl u di n g  
br e a st  c a n c er 1 5 2, 1 5 3 .  H o w e v er,  re c e n t  st u di e s  h a v e  s u g g e st e d  t h at  Y A P i s  b e n efi ci al  or  
irr el e v a nt i n t h e c o nt e xt of br e a st c a n c er. O n e st u d y s u g g e st s t h at YA P m a y f u n cti o n a s a 
t u m o ur s u p pr e s s or, w hil e t h e ot h er s u g g e st s t h at Y A P i s n ot a cti v e i n pri m ar y D CI S1 5 4, 1 5 5 . 
Cl e arl y, t h er e i s m u c h c o ntr o v er s y i n t h e fi el d. Of n ot e, t h e s e st u di e s f ail t o i n v e sti g at e t h e 
Fi g ur e 1. 8 : T h e  HI P P O -Y A P  si g n alli n g  p at h w a y.  L eft,  HI P P O  p at h w a y  o n.  I n  t h e  a b s e n c e  of  
u p str e a m  si g n al s  ( c ell -c ell  c o nt a ct,  a cti n  r e or g a ni s ati o n,  R T K  or  G P C R  a cti v ati o n),  t h e  c e ntr al  
HI P P O ki n a s e s M S T 1/ 2 a n d L A T S 1/ 2 ar e p h o s p h or yl at e d a n d a cti v e, l e a di n g t o t h e p h o s p h or yl ati o n 
of Y A P/ T A Z, 1 4 - 3-3 bi n di n g a n d Y A P/ T A Z d e gr a d ati o n b y t h e pr ot e a s o m e. Ri g ht, HI P P O p at h w a y 
off.  I n  t h e  pr e s e n c e  of  u p str e a m  si g n al s,  t h e  c or e  ki n a s e s  M S T 1/ 2  a n d  L A T S 1/ 2  ar e  
u n p h o s p h or yl at e d  a n d  t h er ef or e  r e n d er e d  i n a cti v e.  T hi s  r e s ult s  i n  t h e  n u cl e ar  tr a n sl o c ati o n  of  
Y A P/ T A Z  t o  t h e  n u cl e u s  w h er e  t h e y  bi n d  t h e  tr a n s cri pti o n al  c o -a cti v at or  T E A D  1 - 4 l e a di n g  t o  t h e  
tr a n s cri pti o n of t ar g et g e n e s s u c h a s Ct gf , A n kr d 1  a n d I gf b p 3. 
I ntr o d u cti o n 
 
1 8  
 
p o s si bl e  diff er e nti al  r ol e s  of  Y A P  i n  l u mi n al  v s.  b a s al  br e a st  c a n c er s  or  i n c ell 
h et er o g e n eit y  wit hi n  t u m o ur s  s u c h  a s  C S C s  v s.  m or e  diff er e nti at e d  t u m o ur  c ell s.
Ai m s of t h e t h e si s  
 
1 9  
 
2 . AI M S O F T H E T H E SI S  
Br e a st  c a n c er  i s  t h e  m o st  fr e q u e ntl y  di a g n o s e d  c a n c er  i n  w o m e n  w orl d wi d e.  I n 
r e c e nt  y e ar s,  m ort alit y  r at e s  h a v e  si g nifi c a ntl y  d e cr e a s e d  a s  a  r e s ult  of  e arl y  d et e ct i o n 
a n d  a dj u v a nt  t h er a pi e s.  H o w e v er,  t h e  m ort alit y  r at e  of  b a s al -li k e  br e a st  c a n c er p ati e nt s 
h a s  r e m ai n e d  st e a d y.  B a s al  br e a st  c a n c er s  ar e a g gr e s si v e  a n d  d o n’t  r e s p o n d  w ell  t o  
a dj u v a nt  c h e m ot h er a p e uti c s.  U nli k e  l u mi n al  br e a st  c a n c er s  t h at  e x pr e s s  t a r g et a bl e 
h or m o n e  r e c e pt or s,  b a s al  br e a st  c a n c er s  ar e  p o orl y  c h ar a ct eri s e d  a n d  di s pl a y  a  hi g h  
c a n c er  st e m  c ell  p h e n ot y p e  l e a di n g  t o  r e si st a n c e  a g ai n st  c h e m ot h er a p y.  I n d e e d,  
i d e ntifi c ati o n of n o v el t ar g et a bl e m ol e c ul ar p at h w a y s i s e s s e nti al i n t h e fi g ht a g ai n st t hi s 
h o stil e  di s e a s e.  I n  t h e  pr e s e nt  st u d y,  I  e m pl o y  a  m o u s e  m o d el  of  b a s al  br e a st  c a n c er , 
t a ki n g a d v a nt a g e of W nt a n d M et si g n alli n g. Pr e vi o u sl y, w e o b s er v e d t h at c o m bi n e d W nt 
a n d  M et  si g n alli n g  h y p e r-dri v e s  t h e  d e v el o p m e nt  of  b a s al  br e a st  c a n c er  wit h  a  hi g h  
c a n c er  st e m  c ell  p h e n ot y p e.  H o w e v er,  t h e  m ol e c ul ar  c o o p er ati o n  b et w e e n  t h e s e  t w o  
p at h w a y s  w a s  u n k n o w n.  I  ai m e d t o  i d e ntif y  t h e  c ul prit  of  W nt-M et  dri v e n  t u m ori g e n e si s  
u si n g a pr ot e o mi c s b a s e d a p pr o a c h a n d u s e m o u s e g e n eti c s t o st u d y t h e i m p ort a n c e of 
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3 . R E S U L T S 
3 . 1. H G F -M et a n d W nt- β -c at e ni n si g n alli n g c o -o p er at e t o 
dri v e b a s al -li k e m a m m ar y gl a n d t u m o ur s 
  St u di e s  h a v e  r e p ort e d  t h at  b a s al-li k e  t u m o ur s  ori gi n at e  fr o m  t h e  l u mi n al  
c o m p art m e nt of t h e m a m m ar y gl a n d 1 5 6 . O ur l a b or at or y h a s  pr e vi o u sl y g e n er at e d a m o u s e 
m o d el  of  b a s al -li k e  br e a st  c a n c er  t h at  a cti v at e s  b ot h  W nt  a n d  M et  si g n alli n g u n d er  t h e  
c o ntr ol of t h e W A P ( w h e y a ci di c pr ot ei n) pr o m ot er 3 3 . W A P i s e x pr e s s e d s p e cifi c all y i n t h e 
m a m m ar y  gl a n d  d uri n g  a n d  aft er  pr e g n a n c y 1 5 7 .  T h e  W nt-M et  m o u s e  m o d el  c o nt ai n s  a 
W A P- dri v e n cr e r e c o m bi n a s e a n d a g ai n -of -f u n cti o n β-c at e ni n all el e ( β -C at Δ e x 3/ wt ) w h er e b y 
t h e  t hir d  e x o n  of  β-c at e ni n  ( w hi c h  i s  r e q uir e d  f or  p h o s p h or yl ati o n  b y  G S K 3  a n d  
s u b s e q u e nt  u bi q uiti n ati o n  a n d  d e gr a d ati o n  b y  t h e  pr ot e a s o m e)  i s  fl a n k e d  b y  t w o  l o x p  
sit e s 1 5 8 . I n a d diti o n, H G F, t h e li g a n d r e s p o n si bl e f or a cti v ati o n of t h e M et r e c e pt or t yr o si n e 
ki n a s e i s al s o u n d er t h e c o ntr ol of t h e W A P pr o m ot er, l e a di n g t o o v er e x pr e s si o n of H G F 
a n d a cti v ati o n of t h e M et r e c e pt or 1 1 1, 1 5 9 . Fi n all y, t h e s e mi c e w er e cr o s s e d wit h a n E Y F P 
r e p ort er,  R 2 6-st o p - E Y F P1 6 0 .  U p o n  cr e-r e c o m bi n ati o n,  t h e  st o p  c a s s ett e  i s  r e m o v e d  
all o wi n g f or c o n stit uti v e e x pr e s si o n of E Y F P, t h u s all o wi n g tr a ci n g of all W nt -M et c ell s 3 3  
Fi g ur e 3. 1: W nt- M et si g n alli n g g e n er at e s m a m m ar y gl a n d t u m o ur s i n mi c e. A.  Br e e di n g s c h e m e 
u s e d t o cr e at e W nt -M et mi c e. B.  K a pl a n -M ei er c ur v e s h o wi n g t h e p er c e nt a g e of t u m o ur -fr e e mi c e3 3 . 
C.  H a e m at o x yli n a n d E o si n ( H & E) st ai ni n g of W nt -M et t u m o ur s at 0, 1 a n d 2 w e e k s p o st -p art u m ( P P), 
s c al e b ar = 1 0 0 μ m.  
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( Fi g ur e 3. 1 A). U p o n i n d u cti o n of t h e W A P pr o m ot er vi a pr e g n a n c y sti m ul ati o n, W nt -M et  
mi c e d e v el o p e d a g gr e s si v e t u m o ur s i n a littl e a s t w o -w e e k s p o st -p art u m ( P P) , w hil e t h e 
 si n gl e m ut a nt s d e v el o p t u m o ur s i n 3 0 -4 0 w e e k s P P 3 3  ( Fi g ur e 3. 1 B). At z er o- w e e k s P P, 
W nt -M et  m a m m ar y  gl a n d s  a p p e ar e d  h e alt h y , wit h  l o o s e  str o m a  c o n si sti n g  pri m aril y  of  
a di p o ct y e s a n d si n gl e l a y ere d a ci ni wit h h oll o w l u m e n. At o n e -w e e k P P, m a m m ar y gl a n d s 
w er e  d e n s er  i n  e pit h eli al  c ell s  wit h s o m e  fill e d  a ci ni  b ut  still  e x hi bit e d  h e alt h y -l o o ki n g 
l o o s e  a di p o c yt e-e nri c h e d  str o m a.  At  l at er  st a g e s  of  t u m ori g e n e si s  (f or  i n st a n c e  at  t w o-
w e e k s P P), t h e  m a m m ar y gl a n d str o m a w a s al m o st c o m pl et el y a di p o c yt e -fr e e a n d fill e d 
wit h l ar g e a m o u nt s of fi br o bl a st s 3 4 , w hil e t h e m a m m ar y a ci ni w er e c o m pl et el y fill e d wit h 
d e n s e t u m o ur c ell s ( Fi g ur e  3. 1 C).  
T o  s h o w   W A P-d e p e n d e nt  tr a n s g e n e  e x pr e s si o n  a n d  t h at  W nt -M et  t u m o ur s  ar e  
b a s al -li k e,  i m m u n ofl u or e s c e n c e  w a s  c o n d u ct e d.  Cr e-r e c o m bi n ati o n  w a s  c o nfir m e d  b y  
str o n g e x pr e s si o n of Y F P ( gr e e n). I n a d diti o n , t h e b a s al-li k e p h e n ot y p e w a s c o nfir m e d a s 
a mi ni m al n u m b er of c ell s st ai n e d p o siti v e f or t h e l u mi n al m ar k er C K 8 ( w hit e), w hil e t h e 
b a s al m ar k er C K 1 4 (r e d) w a s hi g hl y e x pr e s s e d ( Fi g ur e 3. 2 A ). F A C S f or t h e c ell s urf a c e  
m ar k er s C D 2 4  a n d C D 4 9f ar e  wi d el y u s e d  i n t h e m a m m ar y gl a n d fi el d t o i s ol at e l u mi n al, 
b a s al  a n d  st e m -c ell p o p ul ati o n s 7 3 . I n t h e  m o u s e, C D 2 4 +  C D 4 9f +  c ell s  r e pr e s e nt  t h e  
l u mi n al  c ell  p o p ul ati o n,  w hil e  C D 2 4hi  C D 4 9f hi  c ell s  r e pr e s e nt  t h e  b a s al  ( st e m  c ell -
c o nt ai ni n g)  p o p ul ati o n 1 6, 1 6 1 .  T h er ef or e,  i n  a n eff ort  t o  f urt h er  c h ar a ct eri s e  W nt -M et 
t u m o ur s, F A C S  w a s p erf or m e d o n W nt -M et t u m o ur c ell s t w o -w e e k s P P. U ntr a n sf or m e d  
Fi g ur e 3. 2:  W nt -M et  si g n alli n g  g e n er at e s  b a s al -li k e  m a m m ar y  gl a n d t u m o ur s  i n  mi c e. A.  
I m m u n ofl u or e s c e n c e of W nt -M et t u m o ur s t w o -w e e k s P P s h o wi n g Y F P ( gr e e n), C K 8 ( w hit e) a n d C K 1 4 
(r e d),  s c al e  b ar  2 0 μ m. B.   F AC S  pl ot s  of  W nt -M et t u m o ur s  t w o-w e e k s  P P  s h o wi n g  Y F P,  C D 2 4  a n d  
C D 4 9f c ell s.  
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Y F P - c ell s e x hi bit e d  a  cl e ar  s e p ar ati o n  of  b ot h  t h e  l u mi n al  ( C D 2 4 +  C D 4 9f + )  a n d  b a s al  
( C D 2 4hi  C D 4 9f hi )  p o p ul ati o n s.  H o w e v er,  t h e  Y F P+   (tr a n sf or m e d)  p o p ul ati o n  pri m aril y 
c o nt ai n e d b a s al c ell s wit h a hi g h s hift t o w ar d s  t h e C D 2 4 hi  C D 4 9f hi  p o p ul ati o n, i n di c ati n g 
t h e g e n er ati o n of C S C s i n W nt-M et t u m o ur s ( Fi g ur e 3. 2 B).  
 
3 . 2. R T K si g n alli n g dri v e s t u m ori g e n e si s t hr o u g h Y A P 
a cti v ati o n  
3 . 2. 1.  H G F- M et r e g ul at e s  Y A P  a n d  β -c at e ni n  a cti vit y  i n  W nt -M et 
m a m m ar y gl a n d s  
T h e c o m bi n ati o n of β - cat e ni n -W nt a n d H G F -M et  si g n alli n g si g nifi c a ntl y i n cr e a s e s  
t h e d e v el o p m e nt of m a m m ar y gl a n d t u m o ur s i n mi c e3 3 . Pr e vi o u s r e p ort s h a v e s h o w n t h at 
r e c e pt or t yr o si n e ki n a s e  (R T K ) si g n alli n g c a n a cti v at e Y A P  i n h e p at o c yt e s1 4 6 . T h er ef or e, I 
s p e c ul at e d  t h at  H G F -M et  si g n alli n g  m a y  r e g ul at e  Y A P  a cti vit y  i n  t h e  m a m m ar y  gl a n d  
t h er e b y i n cr e a si n g t u m o ur d e v el o p m e nt a n d gr o wt h. I n c oll a b or ati o n wit h P hili p p M erti n s 
a n d Oli v er P o p p  at t h e M D C , pr ot e o mi c a n al y si s of W nt a n d W nt-M et m a m m ar y gl a n d s at 
e arl y  st a g e s  of  t u m ori g e n e si s  pr o m ot e d  str o n g u pr e g ul ati o n  of  t h e  Y A P  si g n at ur e 1 6 2 , 
i n di c ati n g t h at Y A P i s a cti v at e d i n d o u bl e b ut n ot i n si n gl e m ut a nt s ( Fi g ur e 3. 3 A). I n d e e d, 
W nt -M et  d o u bl e -m ut a nt m a m m ar y  gl a n d s  c o nt ai n e d  6- f ol d m or e  Y A P -p o siti v e  n u cl ei,  
c o m p ar e d t o si n gl e W nt m ut a nt s  ( Fi g ur e 3. 3 B, C). T hi s r e s ult w a s c o nfir m e d b y W e st er n 
bl otti n g f or a cti v e Y A P ( Fi g ur e 3. 3 D). I n a gr e e m e nt wit h t hi s, q P C R a n al y si s r e v e al e d a 
si g nifi c a nt  i n cr e a s e  i n  t h e  Y A P  t ar g et  g e n e s  Ct gf , C yr 6 1 , I gf b p 3 a n d  ot h er s  i n  t h e  
m a m m ar y  gl a n d s  of  W nt -M et  v s.  W nt  al o n e  mi c e   ( Fi g ur e 3. 3 E). A n al y si s  of  t h e  
p h o s p h o pr ot e o m e   r ev e al e d  a si g nifi c a nt  i n cr e a s e  i n  Y A P  p h o s p h or yl ati o n  at  S 4 6  a n d  
T 4 8, s u g g e sti n g t h e s e sit e s f or p h o s p h or yl ati o n a n d n u cl e ar a cti v ati o n ( Fi g ur e. 3.  3 F).  
I n  li n e  wit h  pr e vi o u s  r e p ort s,  I  al s o  i n v e sti g at e d  if  H G F- Met  si g n alli n g  w a s  al s o  
r e s p o n si bl e  f or  β-c at e ni n  n u cl e ar  tr a n sl o c ati o n.  I m m u n ofl u or e s c e n c e  mi cr o s c o p y  
r e v e al e d  a  ~ 2 0 %  i n cr e a s e  of  n u cl e ar  β-c at e ni n  i n  W nt -M et  c ell s  v s.  W nt  al o n e  c ell s  
( Fi g ur e. 3. 4 A, B). W nt t ar g et g e n e s s u c h a s A xi n 2 , L gr 5 a n d ot h er s w er e i n cr e a s e d i n t h e 
m a m m ar y  gl a n d s  of  W nt -M et mi c e  ( Fi g ur e.  3. 4 C) 1 6 3, 1 6 4 . Pr e vi o u sl y,  w e  h a d c o n d u ct e d 
g e n e  e x pr e s si o n  a n al y si s  o n  m a m m o s p h er e s  g e n er at e d  fr o m  W nt -M et  t u m o ur s  tr e at e d  
wit h t h e M et i n hi bit or  P H A 6 6 5 7 5 2, w hi c h i n hi bit s t h e ki n a s e a cti vit y of t h e M et i ntr a c ell ul ar 
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d o m ai n.  I  a n al y s e d  t h e  e x pr e s si o n  of  Y A P  (i d e ntifi e d  fr o m 1 6 2 )  a n d  W nt  t ar g et  g e n e s.  
R e m ar k a bl y,  b ot h  Y A P  a n d  W nt  t ar g et  g e n e s  w er e  si g nifi c a ntl y  d e cr e a s e d  i n  tr e at e d  
s p h er e s ( Fi g ur e . 3. 5 A). I c o nfir m e d t hi s d e cr e a s e b y q P C R of t h e Y A P t ar g et g e n e s Ct gf , 
C yr 6 1  a n d I gf b p 3 ( Fi g ur e.  3.5 B ).  O v er all,  t h e s e  d at a  s h o w  t h at H G F - Met  si g n alli n g 
a cti v at e s b ot h Y A P a n d β -c at e ni n i n t h e m a m m ar y gl a n d.  
 
 
Fi g ur e  3. 3 : H G F -M et  r e g ul at e s  Y A P  a cti vit y  i n  W nt -M et  t u m o ur s . A.  H e at m a p  of  pr ot e o mi c s  
a n al y si s  s h o wi n g  t h e  Y A P  si g n at ur e  ( b a s e d  o n  Z a n c o n at o  et  al.,  2 0 1 6)  i n  W A Pi cr e;  β -c at G O F ; 
R O S A 2 6 E Y F P  ( W nt) i n c o m p ari s o n t o W A Pi cr e; W a p-H G F; β -c at G O F  ; R O S A 2 6E Y F P  ( W nt-M et) mi c e at 
o n e -w e e k P P. T h e Y A P si g n at ur e pr ot ei n s s h o w n w er e si g nifi c a nt i n a t w o -s a m pl e m o d er at e d t -t e st 
( a dj. p-v al u e ≤ 0. 0 5; r o w -s c ali n g w a s a p pli e d). V al u e s ar e m e di a n -M A D -n or m ali s e d a cr o s s all pr ot ei n s 
a n d r o w-s c al e d a cr o s s all s a m pl e s. B.  I m m u n ofl u or e s c e n c e of Y F P ( gr e e n) a n d a cti v e Y A P (r e d) i n 
W A Pi cr e;  β -c at G O F ;  R O S A 2 6E Y F P  ( W nt)  a n d  W A Pi cr e;  W a p-H G F;  β -c at G O F ;  R O S A 2 6E Y F P ( W nt-M et) 
mi c e at o n e -w e e k P P, s c al e b ar, 2 0 μ m. C.  Q u a ntifi c ati o n of Y A P -p o siti v e n u cl ei ( Y A P + n u cl ei/ n u m b er 
of n u cl ei p er fi el d x 1 0 0) i n W nt v s. W nt -M et ti s s u e s. D at a ar e m e a n ± S E M, n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s, 
** * p < 0. 0 0 1,  b y  St u d e nt’ s  t  t e st.  D.  W e st er n  bl ot  of  a cti v e  Y A P  i n  W nt  a n d  W nt -M et  ti s s u e s  at  o n e -
w e e k P P. E.  R T -q P C R of Y A P t ar g et g e n e s i n W nt a n d W nt-M et ti s s u e s at o n e -w e e k P P. D at a  ar e 
m e a n  ± S E M,  n = 3  bi ol o gi c al  r e pli c at e s,  * p < 0. 0 5,  ** p < 0. 0 1,  b y  St u d e nt’ s  t -t e st. F.  H e at m a p  of  
pr ot e o mi c s  a n al y si s  s h o wi n g  Y A P  a n d  T A Z  ( W wtr 1) p h o s p h or yl ati o n  sit e s  t h at w er e  si g nifi c a nt i n  a 
t w o-s a m pl e m o d er at e d t -t e st ( a dj. p-v al u e ≤ 0. 1) r e v e ali n g si g nifi c a nt i n cr e a s e i n Y A P p h o s p h or yl ati o n 
at S 4 6 a n d T 4 8 (r o w -s c ali n g w a s a p pli e d). T h e h e at m a p s h o w s m e di a n -M A D -n or m ali s e d i n p ut  d at a 
a cr o s s all pr ot ei n s a n d r o w -s c ali n g a cr o s s all s a m pl e s a s w a s cl u st er e d b a s e d o n E u cli di a n di st a n c e.  
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Fi g ur e 3. 4: H G F -M et  r e g ul at e s  β -c at e ni n  a cti vit y  i n  W nt -M et  t u m o ur s.  A .  
I m m u n ofl u or e s c e n c e  of  Y F P  ( gr e e n)  a n d  β-c at e ni n  (r e d)  i n  W A Pi cr e;  β -c at G O F ;  R O S A 2 6E Y F P  
( W nt)  a n d  W A Pi cr e;  W A P-H G F;  β -c at G O F  ;  R O S A 2 6E Y F P ( W nt-M et)  at  o n e -w e e k  P P,  s c al e  b ar,  
2 0 μ m. B.  Q u a ntifi c ati o n of β -c at e ni n -p o siti v e n u cl ei ( β -c at e ni n + n u cl ei/ n u m b er of  n u cl ei p er fi el d x 
1 0 0) i n W nt v s. W nt -M et ti s s u e s. D at a  ar e  m e a n ± S E M, n = 3 bi ol o gi c al  r e pli c at e s, ** p < 0. 0 1, b y  
St u d e nt’ s t t e st.  C.  R T -q P C R of Y A P t ar g et g e n e s i n W nt a n d W nt -M et m a m m ar y gl a n d s. D at a 
ar e m e a n ± S E M, n = 3  bi ol o gi c al r e pli c at e s, * p < 0. 0 5.  
Fi g ur e 3. 5:   M et i n hi biti o n pr e v e nt s Y A P t ar g et g e n e e x pr e s si o n.  A.  H e at m a p of Y A P a n d W nt 
t ar g et g e n e s of D M S O v e hi cl e c o ntr ol a n d P H A 6 6 5 7 5 2 -tr e at e d m a m m o s p h er e s. B.  R T -q P C R of Y A P 
t ar g et g e n e s i n D M S O v e hi cl e c o ntr ol a n d P H A 6 6 5 7 5 2-tr e at e d W nt-M et m a m m o s p h er e s.  
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3 . 2. 2. M E T r e g ul at e s Y A P a n d β-c at e ni n t ar g et g e n e e x pr e s si o n i n 
h u m a n B T -5 4 9 c ell s  
T o i n v e sti g at e if t h e R T K M E T r e g ul at e d Y A P a n d β -c at e ni n i n h u m a n c ell s, I  n e x t 
utili s e d t h e b a s al a n d tri pl e -n e g ati v e h u m a n br e a st c a n c er c ell li n e  B T-5 4 9. K n o c k d o w n of 
M E T e x pr e s si o n vi a si R N A r e s ult e d i n a str o n g d e cr e a s e i n pr ot ei n e x pr e s si o n . Of n ot e, 
si M E T si g nifi c a ntl y d e cr e a s e d t h e l e v el s of a cti v e Y A P, a s s e e n b y W e st er n bl ot ( Fi g ur e 
3. 6 A).  I n  a gr e e m e nt  wit h  t hi s  a n d  i n  li n e  wit h  t h e  m o u s e  d at a,  M E T  k n o c k -d o w n  al s o  
r e s ult e d i n a si g nifi c a nt d e cr e a s e i n t h e e x pr e s si o n of Y A P a n d W nt t ar g et g e n e s s u c h a s  
I G F B P 3, A N K R D 1 , C C N D 1  a n d C L D N 1 1 6 2, 1 6 5  ( Fi gur e  3. 6 B,  C).  T h e s e  r e s ult s  s h o w  t h at  







Fi g ur e 3. 6 : M E T a n d H G F r e g ul at e Y A P a n d β -c at e ni n t ar g et g e n e e x pr e s si o n i n B T -5 4 9 c ell s.  
A.  W e st er n  bl ot  of  B T -5 4 9  c ell s  wit h  si Sr a m bl e  or  si M E T ,  a cti v e  Y A P  a n d  G A P D H  a s  a  l o a di n g  
c o ntr ol. B.  q P C R  of  Y A P  t ar g et  g e n e s  u p o n  si Sr a m bl e   a n d  si M E T  k n o c k -d o w n, D at a  ar e  m e a n  
± S E M, n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s  ** p < 0. 0 0 6. C.  q P C R of W nt t ar g et g e n e s u p o n si Sr a m bl e a n d si M E T 
k n o c k -d o w n, D at a ar e m e a n ± S E M, n = 3  bi ol o gi c al r e pli c at e s  *** p <, 0. 0 0 0 5 **** p < 0. 0 0 0 1, n = 3.  
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3 . 3. Y A P a cti vit y i n W nt-M et t u m o ur s  
3. 3 . 1. Y A P i s a cti v e i n W nt-M et t u m o ur s  
T h e Hi p p o tr a n s d u c er Y A P h a s b e e n i m pli c at e d i n ti s s u e r e g e n er ati o n, st e m n e s s  
a n d  r e si st a n c e t o a nti-c a n c er t h er a pi e s 1 6 6 . R e c e ntl y, t h er e h a v e b e e n c o nfli cti n g r e p ort s 
r e g ar di n g t h e r ol e of Y A P i n br e a st c a n c er. L e e et al 1 5 5 , h a v e s h o w n t h at Y A P e x pr e s si o n 
i s  e x cl u si v el y  c yt o pl a s mi c/i n a cti v e  i n  D CI S.  In  a gr e e m e nt  wit h  t hi s , El st er  et  al 1 5 4  
s u g g e st e d  t h at  Y A P  m a y  f u n cti o n  a s  a  t u m o ur  s u p pr e s s or  i n  t h e  c o nt e xt  of  br e a st  
c a n c er 1 5 4, 1 5 5 . H o w e v er, t h e s e r e p ort s f o c u s e d  pri m aril y o n st u di e s i n c ell li n e s a n d f aile d  
t o  i n v e sti g at e  t h e  s u bt y p e-d e p e n d e nt  r ol e s  of  Y A P  i n  br e a st  c a n c er.  T h er ef or e,  I 
e m pl o y e d  o ur  W nt -M et  m o d el  t o  i n v e sti g at e  if  Y A P  i s a cti v e  i n  b a s al-li k e  t u m o ur s. 
Im m u n o hi st o c h e mi str y  st ai ni n g f or Y A P r e v e al e d str o n g e x pr e s si o n of a cti v e Y A P i n W nt-
M et t u m o ur s, w hi c h i s u n p h o s p h or yl at e d  a n d n u cl e ar  ( Fi gur e . 3. 7 A). T ot al pr ot ei n l y s at e s 
Fi g ur e 3. 7: Y A P i s a cti v e i n W nt -M et t u m o ur s.  A.  I m m u n o hi st o c h e mi str y of a cti v e Y A P i n W nt -M et 
t u m o ur s  t w o-w e e k s  P P,  s c al e  b ar  2 0 μ m. B.  W e st er n  bl ot  a n al y si s  of  W a pi cr e; Y F P  ( C o ntr ol)  a n d  
W nt -M et t u m o ur s at t w o -w e e k s P P s h o wi n g a cti v e Y A P e x pr e s si o n, G A P D H w a s u s e d a s a l o a di n g 
c o ntr ol ( u p p er). Q u a ntifi c ati o n of a cti v e Y A P e x pr e s si o n u si n g G A P D H a s a l o a di n g c o ntr ol. C.  q P C R 
a n al y si s  of  Y a p e x pr e s si o n  i n  W a pi cr e; Y F P  ( C o ntr ol)  a n d .  W nt-M et  m a m m ar y  gl a n d  ti s s u es  t w o -
w e e k s P P.  D.  C o nf o c al i m a g e of a cti v e Y A P ( gr e e n) i n W nt -M et t u m o ur s t w o -w e e k s P P, s c al e b ar 
1 0 μ m. E.  q P C R  a n al y si s  o f  Y A P  t ar g et  g e n e s  i n  W a pi cr e; Y F P  ( C o ntr ol)  a n d W nt -M et  m a m m ar y  
gl a n d ti s s u es t w o -w e e k s P P. D at a ar e  m e a n ± S E M, n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s ** p < 0. 0 1, *** p < 0. 0 0 1 
b y St u d e nt’ s t t e st.  
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of  c o ntr ol  m a m m ar y gl a n d s  v s.  W nt -M et  t u m o ur s  al s o  s h o w e d  a  si g nifi c a nt  el e v ati o n  of  
a cti v e Y A P ,  a s  s h o w n b y  W e st er n  bl ot  a n d  q P C R  r e s p e cti v el y   ( Fi g ur e 3. 7 B, C) . 
F urt h er m or e,  c o nf o c al  mi cr o s c o p y  of  a cti v e  Y A P  i n  W nt -M et  t u m o ur  s e cti o n s  s h o w e d  
st r o n g n u cl e ar st ai ni n g of a cti v e Y A P i n W nt -M et t u m o ur s f urt h er  c o nfir mi n g Y A P a cti vit y 
( Fi g ur e 3. 7 D ). Fi n all y, q P C R r e v e al e d el e v at e d e x pr e s si o n of t h e Y A P t ar g et g e n e s C t gf, 
C yr 6 1 , Igf b p 3  a n d ot h er s,  c o nfir mi n g t h at Y A P w a s f u n cti o n all y a cti v e i n W nt -M et t u m o ur s 
( Fi g ur e 3. 7 E ).  
 
3. 3 . 2. Y A P i s a cti v e i n t h e C S C s of W nt-M et t u m o ur s  
Y A P i s  a  cr u ci al  r e g ul at or  of  c ell  pr olif er ati o n  a n d st e m n e s s 1 6 7 . A s  m e nti o n e d  
pr e vi o u sl y, Y A P h a s b e e n s h o w n t o pl a y  a n i m p ort a nt r ol e f or  m a n y st e m c ell -a s s o ci at e d 
pr o p erti e s,  f or  e x a m pl e  r e si st a n c e  t o  a n oi ki s  a n d  ti s s u e  r e g e n er ati o n 1 5 2, 1 6 8 . I t h er ef or e 
Fi g ur e  3. 8 : Y A P  i s  a cti v e  i n  t h e  C S C s  of  W nt -M et  t u m o ur s . A.  I m m u n ofl u or e s c e n c e of  Y A P  
( gr e e n),  K 8  ( w hit e)  a n d  K 1 4  (r e d)  i n  W nt-M et  t u m o ur s  t w o -w e e k s  P P ,  s c al e  b ar 2 0  a n d  1 0 μ m . B.  
F A C S  of  W nt -M et  t u m o ur s  s h o wi n g  a cti v e  t h e  C D 2 4+  C D 4 9f + ( T E C)  a n d  C D 2 4hi  C D 4 9f hi  ( C S C) 
p o p ul ati o n s.  C.  q P C R a n al y s i s of st e m c ell-a s s o ci at e d g e n e s i n W a pi cr e; Y F P ( C o ntr ol) a n d W nt -M et 
t u m o ur s 2 w e e k s p o st-p art u m.  D.  q P C R a n al y si s of Y A P t ar g et g e n e s i n T E C s  v s. C S C s. D at a a r e 
m e a n ± S E M, n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s * p < 0. 0 5, ** p < 0. 0 1, *** p < 0. 0 0 1 b y St u d e nt’ s t t e st . 
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p o st ul at e d t h at Y A P w a s a cti v e i n t h e C S C s of W nt -M et t u m o ur s . I n t h e m a m m ar y gl a n d, 
t h e b a s al c ell c o m p art m e nt i s k n o w n t o h ar b o ur t h e st e m c ell p o p ul ati o n1 6 1 . I i n v e sti g at e d 
if Y A P  a cti vit y  w a s  r e stri ct e d  t o  t h e  b a s al  c o m p art m e nt  of  W nt -M et  t u m o ur s. 
I m m u n ofl u or e s c e n c e a n al y si s c o nfir m e d t h at Y A P w a s n u cl e ar i n t h e C K 1 4 (r e d) b ut n ot 
C K 8 ( w hit e) c ell s of W nt -M et t u m o ur s ( Fi g ur e 3. 8 A ). M a ki n g u s e of F A C S -b a s e d  i s ol ati o n 
u si n g  t h e  c ell  s urf a c e  m ar k er s  C D 2 4  a n d  C D 4 9f  d e s cri b e d  pr e vi o u sl y 3 3 ,  I i s ol at e d  C S C  
( C D 2 4hi   CD 4 9f hi )  a n d  t h e  m or e  diff er e nti at e d  t u m o ur  e pit h eli al  c ell s  ( T E C s)  ( C D 2 4 +  
C D 4 9f + )  ( Fi gur e 3. 8 B ). q P C R of  t h e  st e m n e s s -a s s o ci at e d  g e n e s  C d 2 9 , C d 4 9f  a n d 
ot h er s 1 5, 1 7  c o nfir m e d  si g nifi c a ntl y  el e v at e d  e x p r e s si o n  i n  c o ntr ol v s. W nt -M et  ti s s u e s  
( Fi g ur e 3. 8 C ). I n a d diti o n, t h e e x pr e s si o n of Y A P t ar g et g e n e s w a s si g nifi c a ntl y hi g h er i n 
C S C s c o m p ar e d t o T E C s ( Fi g ur e 3. 8 D ). O v er all, t h e s e r e s ult s s h o w t h at Y A P i s pri m aril y 
a cti v e  i n t h e C S C s of W nt-M et t u m o ur s , su g g e sti n g t h at Y A P m a y b e a p ot e nti al t ar g et f or 
a nti -C S C t h er a p y  i n br e a st c a n c er.  
 
3 . 4. E st a bli s h m e nt of c ell c ult u r e  s y st e m s t o st u d y W nt-
M et st e m -e nri c h e d c ell s  
3. 4. 1. St e m c ell -e nri c h e d s p h er e s r e c a pit ul at e W nt -M et t u m o u r s  
 C S C s ar e r e s p o n si bl e f or mi ni m al r e si d u al di s e a s e a n d e v e nt u al t u m o ur r el a p s e 1 6 9, 1 7 0  
a n d  w e  h a v e  s h o w n  a b o v e t h at  Y A P  i s  a cti v e  i n  t h e  C S C s  of  W nt-M et  t u m o ur s.  I n  a n  
eff ort  t o  st u d y  t h e  r ol e  of  Y A P  i n  C S C s,  I  e st a bli s h e d  a  3 D  st e m  c ell -e nri c h e d  c ult ur e  
s y st e m  a d a pt e d  fr o m   a pr e vi o u s  p u bli c ati o n 1 7 1 .  C o ntr ol  m a m m ar y  gl a n d s  or  W nt-M et 
t u m o ur s  w er e  h ar v e st e d  t w o-w e e k s  P P  a n d  di g e st e d  i nt o  si n gl e  c ell s.  T h e  si n gl e  c ell  
s u s p e n si o n  w a s  t h e n  s e e d e d  o n  2 D  c o ll a g en  I  pl at e s .  Pl at e s w er e  i n c u b at e d  f or  1 8 hr s, 
e nri c hi n g f or e pit h eli al c ell s. E pit h eli al c ell s w er e t h e n s e e d e d a s si n gl e c ell s i nt o a 5 0 % 
r e d u c e d  gr o wt h  f a ct or  ( R G F)  M atri g el  b u b bl e  s u p pl e m e nt e d  wit h  a  st e m -e nri c hi n g 
m e di u m 1 7 2  ( Fi g ur e 3. 9 A ).  5  d a y s  p o st-s e e di n g,  c o ntr ol  s p h er e s  f or m e d  h oll o w  l u m e n , 
w hil e  W nt -M et -d eri v e d  s p h er e s  f or m e d  pri m aril y  l ar g e  di s or g a ni s e d , fill e d  str u ct ur e s 
( Fi g ur e 3. 9 B). F A C S  f or  Y F P  s h o w e d  t h at  W nt -M et  s p h er e s  c o nt ai n e d  1. 4 -f ol d  ( 5 7 %  t o  
7 6 %)  m or e  Y F P -p o siti v e  c ell s  t h a n  c o ntr ol s  ( Fi gur e 3. 9 C ).  Fi n all y,  I c o nfir m e d  t h at  t h e  
W A P pr o m ot er r e m ai n e d a cti v e i n t h e s p h er e s a s s e e n b y q R T -P C R  of W a p , H gf  a n d t h e 
β - cat e ni n t ar g et g e n e s A xi n 2 , L gr 5  a n d Pr o cr  ( Fi g ur e 3. 9 D). 
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I n e xt s o u g ht  o ut  t o  c o nfir m  t h at  t h e  st e m c ell -e nri c h e d  c ult ur e s  a c c ur at el y  
r e c a pit ul at e d  m a m m ar y gl a n d  ti s s u e s.  I m m u n ofl u or e s c e n c e  of  c o ntr ol  v s.  W nt-M et 
s p h er e s r e v e al e d t h at c ult ur e s d eri v e d fr o m W a p -cr e; R 2 6 -st o p -E Y F P mi c e w er e pri m aril y 
c o m p o s e d of l u mi n al C K 8 p o siti v e Y F P + a n d Y F P - c ell s  ( Fi g ur e 3. 1 0 A , u p p er p a n el). I n 
c o ntr a st t o t hi s, W nt -M et -d eri v e d c ult ur e s w er e al m o st e ntir el y c o m p o s e d of b a s al C K 1 4 +, 
Y F P + c ell s wit h f e w l u mi n al C K 8 + c ell s , a s o b s er v e d i n vi v o ( Fi g ur e 3. 1 0 A , l o w er pa n el). 
Si n c e w e  ai m e d  t o  u s e  t h e  st e m  c ell -e nri c h e d  s p h er e s  t o  st u d y  t h e  C S C s  of  W nt -M et 
t u m o ur s, w e i nt e n d e d t o t e st t h e s p h er e-f or mi n g a bilit y of F A CS ort e d C S C s c o m p ar e d t o 
T E C s. C D 2 4 +  C D 4 9f + T E C s  f or m e d  si g nifi c a ntl y  f e w er  s p h er e s  w h e n  c o m p ar e d  wit h  
C D 2 4 hi  C D 4 9f hi C S C s  ( Fi g ur e  3. 1 0 B ,  l eft).  L a stl y,  I c o nfir m e d  t h at  W nt -M et  st e m  c ell -
e nri c h e d  c ult ur e s  e x hi bit e d  hi g h  l e v el s  of  n u cl e ar  β - cat e ni n,  r e pr e s e nti n g  t h e C S C -
p o p ul ati o n ( Fi g ur e  3. 1 0 C ). T h e s e d at a s h o w  t h at st e m c ell -e nri c hi n g c o n diti o n s  e nri c h f or 
C S C s a n d mi mi c  t u m o ur s.  
Fi g ur e 3. 9 : E st a bli s h m e nt of a c ell c ult ur e  s y st e m t o st u d y C S C s.  A.  S c h e m ati c di a gr a m s h o wi n g 
t h e  pr o c e d ur e  f or  t h e  g e n er ati o n of st e m  c ell-e nri c h e d s p h er e c ult ur e s. B.  H & E  st ai ni n g of s p h er e s 
i s ol at e d fr o m W a p-cr e; Y F P r o s a 2 6 ( c o ntr ol) a n d W nt-M et m a m m ar y gl a n d s, s c al e b ar 2 0 μ m. C.  F A C S 
of  Y F P  i n  W a p -cr e;  Y F P r o s a 2 6 ( c o ntr ol)  a n d  W nt-M et  si n gl e  c ell s  i s ol at e d  fr o m  s p h er e  c ult ur e s.  D.  
q P C R a n al y si s of W nt -M et g e n e s i n W a p -cr e; Y F P r o s a 2 6 ( c o ntr ol)  a n d W nt-M et s p h er e c ult ur e s. D at a 
a r e m e a n ± S E M, n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s * p < 0. 0 5, ** p < 0. 0 1, *** p < 0. 0 0 1 b y St u d e nt’ s t t e st . 
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3 . 4. 2. Y A P i s a cti v e i n st e m  c ell -e nri c h e d s p h er e s  
Im m u n ofl u or e s c e n c e of Y A P i n W nt -M et s p h er e s c o nfir m e d  str o n g e x pr e s si o n of 
n u cl e ar  Y A P ( gr e e n) i n st e m c ell -e nri c h e d W nt -M et s p h er e s ( Fi g ur e 3. 1 1 A ). F urt h er m or e,  
a cti v e Y A P ( gr e e n) a n d t h e b a s al m ar k er P 6 3 (r e d) c o nfir m e d t h at Y A P w a s s p e cifi c all y 
a cti v e  i n  t h e  b a s al  c ell s  of  W nt -M et  s p h er e s,  a s  o b s er v e d  i n  t u m o ur s  ( Fi g ur e 3. 1 1 B ). 
Fi n all y,  q P C R  of  Y A P  t ar g et  g e n e s  r e v e al e d  hi g h  Y A P  a cti vit y  i n  W nt -M et  s p h er e s 
c o m p ar e d  t o   co ntr ol  ( Fi g ur e 3. 1 1 C ).  O v er all,  st e m c ell -e nri c h e d  c ult ur e s c a n  b e  
a c c ur at el y u s e d t o mi mi c  W nt - Met t u m o ur s f or f urt h er st u di e s . 
Fi g ur e 3. 1 0 : W nt- M et st e m  c ell -e nri c h e d s p h er e s mi mi c i n vi v o t u m o ur s a n d c o nt ai n C S C s . A.  
I m m u n ofl u or e s c e n c e  of  K 8  (r e d),  K 1 4  ( w hit e)  a n d  Y F P  ( gr e e n)  i n  W a p-cr e;  Y F P r o s a 2 6 ( c o ntr ol)   a n d  
W nt -M et s p h er e s, s c al e b ar 5 0 μ m. B.  Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of F A C S ort e d T E C s a n d C S C s aft er 
7  d a y s  i n  c ult ur e.  D at a  a r e m e a n  ±  S E M,  n = 3  bi ol o gi c al  r e pli c at e s  ** p < 0. 0 1 b y  St u d e nt’ s  t  t e st . C.  
C o nf o c al mi cr o s c o p y of W nt -M et s p h er e s f or K 8 ( or a n g e), C 1 4 ( gr e e n) a n d β -c at e ni n (r e d), s c al e b ar 
5 0 μ m).  
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3 . 5. T h e r ol e of Y A P i n W nt- M et t u m o ur s  
3 . 5. 1. S m all  m ol e c ul e  i n hi biti o n  of  Y A P  a cti vit y  bl o c k s gr o wt h 
a n d pr olif er ati o n of st e m  c ell -e nri c h e d s p h er e s  
A s m e nti o n e d pr e vi o u sl y, Y A P h a s b e e n i m pli c at e d i n t u m ori g e n e si s. H o w e v er, it s 
r ol e i n br e a st c a n c er h a s b e e n c o ntr o v er si al 1 5 4, 1 5 5 . I s o u g ht o ut t o i n v e sti g at e t h e r ol e of 
Y A P  i n  o u r W nt -M et  m o d el  of  B L B C , u si n g st e m  c ell -e nri c h e d  s p h er e s.  M a n y  dr u g s  
s cr e e n s  h a v e  b e e n  c o n d u ct e d  i n  a n  eff ort  t o  i d e ntif y  i n hi bit or s  of  Y A P  a cti vit y.  T o  d at e  
t h er e  ar e  t w o m ai n  s m all  m ol e c ul e s  t h at  ar e  wi d el y  u s e d  a s  Y A P  i n hi bit or s.  V ert e p orfi n  
w a s s h o w n t o i n hi bit Y A P i nt er a cti o n wit h it s t r a n s cri pti o n al a cti v at or, T E A D 1- 4 1 7 3 . St ati n s 
w er e  al s o  f o u n d  t o  i n hi bit  Y A P  a cti vit y.  St ati n s  i n hi bit  H M G -C o A  r e d u ct a s e,  l e a di n g  t o  
i m p air e d  g er a n yl g er a n yl ati o n  of  R H O A1 4 4 .  Ulti m at el y,  t hi s  l e a d s  t o  c yt o pl a s mi c  r et e nti o n 
a n d i n a cti v ati o n of Y A P. W nt -M et -d eri v e d s p h er e s  w er e gr o w n fr o m si n gl e c ell s f or 5  d a y s 
b ef or e  b ei n g  tr e at e d  f or  4 8  hr s  wit h  SI M  or  V P.  T h e  n u m b er  of  tr e at e d  s p h er e s  w er e  
si g nifi c a ntl y d e cr e a s e d c o m p ar e d t o c o ntr ol s p h er e s a n d i n a d diti o n, V P- tr e at e d s p h er e s 
h a d  a  si g nifi c a ntl y  r e d u c e d  m et a b oli c  r at e  a s  m e a s ur e d  u si n g  t h e  C ell Titr e Gl o 1 7 4  a s s a y 
( Fi g ur e 3. 1 2 A,  B).  I n  a d diti o n,  t h e  pr olif er ati o n  r at e  of  tr e at e d  s p h er e s  w a s  gr e atl y  
r et ar d e d  a s  m ar k e d  b y  Br d U  st ai ni n g  of  V P-tr e at e d  s p h er e s  a n d  Ki-6 7  st ai ni n g  of  SI M -
Fi g ur e 3. 1 1: Y A P i s a cti v e i n st e m  c ell -e nri c h e d s p h er e s.  A.  I m m u n ofl u or e s c e n c e of Y A P ( gr e e n) 
i n W nt-M et s p h er e s, s c al e b ar 5 0 μ m. B.  C o nf o c al i m a g e s of P 6 3 (r e d) a n d a cti v e Y A P ( gr e e n) i n W nt -
M et s p h er e s, s c al e b ar 5 0 μ m. C.  q P C R a n al y si s of Y A P t ar g et g e n e s i n W a p -cr e; Y F P r o s a 2 6 ( c o ntr ol)  
a n d  W nt -M et  s p h er e s.  D at a  ar e  m e a n  ±  S E M,  n = 3  bi ol o gi c al  r e pli c at e s  * p < 0. 0 5,  ** p < 0. 0 1  b y  
St u d e nt’ s t t e st.  
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tr e at e d s p h er e s ( Fi g ur e 3. 1 2 C , D). I n hi biti o n of Y A P a cti vit y w a s c o nfir m e d b y si g nifi c a nt 
d e cr e a s e  i n  t h e  e x pr e s si o n  of  t h e  Y A P  t ar g et  g e n e s  A m otl 2 , A n kr d 1  a n d C sf 2 1 6 2  i n 
tre at e d s p h er e s ( Fi g ur e . 3. 1 2E ). T h e s e r e s ult s s h o w  t h at Y A P i s r e q uir e d f or t h e gr o wt h, 
m ai nt e n a n c e a n d pr olif er ati o n of W nt -M et -d eri v e d s p h er e s.  
 
 
3 . 5. 2.  Y A P  i n hi biti o n  bl o ck s  t h e  s elf -r e n e w al  of  W nt -M et  s t e m 
c ell -e nri c h e d  s p h er e s  
Si n c e W nt -M et -d er i v e d s p h er e s e nri c h f or C S C s, I utili z e d t hi s c ell c ult ur e m o d el 
t o  st u d y t h e  i m p ort a n c e  of  Y A P  i n  W nt-M et  C S C s.  F A C S  of  V P -tr e at e d  s p h er e s  f or t h e 
C S C  m ar k er  C D 4 9f  r e v e al e d  a  s hift  i n  t h e  p er c e nt a g e  of  C D 4 9f hi  c ell s  ( Fi g ur e 3. 1 3 A), 
i n di c ati n g t h at Y A P i n hi biti o n d e cr e a s e s t h e p er c e nt a g e of C S C s i n W nt-M et s p h er e s. I n 
Fi g ur e 3. 1 2: Y A P  c o ntr ol s  gr o wt h  a n d  pr olif er ati o n  i n  st e m  c ell -e nri c h e d  s p h er e s.   A. 
Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y  of W nt -M et s p h er e s tr e at e d wit h D M S O v e hi cl e c o ntr ol, SI M  ( 2. 5 µ M) a n d 
V P  ( 2 µ M). B.  Q u a ntifi c ati o n of s p h er e n u m b er (t o p) a n d vi a bilit y ( b ott o m) of tr e at e d s p h er e s C,  D . 
I m m u n ofl u or e s c e nc e  i m a g e s of t h e pr olif er ati o n m ar k er s Br d U a n d Ki-6 7 i n tr e at e d s p h er e s. E.  R T -
q P C R a n al y si s of Y A P t ar g et g e n e s u p o n D M S O v e hi cl e c o ntr ol a n d V P tr e at m e nt. D at a ar e  m e a n 
± S E M, n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s * p < 0. 0 5, ** p < 0. 0 1 b y St u d e nt’ s t t e st.  
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or d er  t o  f u n cti o n all y  t e st  t hi s,  W nt -M et  st e m  c ell -e nri c h e d  c ell s w er e  s e e d e d  a s  si n gl e  
c ell s a n d tr e at e d o n d a y z er o  wit h V P or SI M. Aft er 5 d a y s, c o ntr ol s p h er e s w er e l ar g e , 
r a n gi n g i n si z e fr o m 5 0-1 5 0 μ m,  w h er e a s  tr e at e d  c ell s  c o m pl et el y  f ail e d  t o  f or m  s p h er e s 
( Fi g ur e 3. 1 3 B).  
 
A c h ar a ct eri sti c of C S C s i s t h e a bilit y t o r e pr o d u c e a f ull t u m o ur fr o m a si n gl e c ell 
d u e  t o  t h e  s elf -r e n e w al pr o p erti e s .  A  c o m m o n  m et h o d  t o  st u d y  s elf-r e n e w al  i s  t h e  
g e n er ati o n of s e c o n d ar y s p h er e s 1 7 2 . W nt-M et st e m c ell -e nri c h e d s p h er e s  w er e all o w e d t o 
gr o w f or 5 d a y s b ef or e b ei n g tr e at e d f or 2 4  hr s wit h 1 μ M V P. S p h er e s w er e t h e n c oll e ct e d 
a n d  tr y p si ni z e d  t o  f or m  si n gl e  c ell s  a n d  r e s e e d e d.   Aft er  5  d a y s, c o ntr ol  s p h er e s  
g e n er at e d a d e n s e p o p ul ati o n of 4 0 0 s p h er e s p er w ell , w hil e V P -tr e at e d s p h er e s m er el y 
pr o d u c e d < 1 0 0 s p h er e s p er w ell i n di c ati n g t h at Y A P i s i m p ort a nt f or t h e s elf-r e n e w al of 
W nt -M et C S C s  ( Fi g ur e 3. 1 3 C). A n e x pr e s si o n a n al y si s f or t h e st e m c ell -a s s o ci at e d g e n e s 
Fi g ur e 3. 1 3: Y A P  i n hi biti o n  bl o c k s  t h e  i niti ati o n  of  W nt -M et  st e m  c ell -e nri c h e d  s p h er e s . A.  
F A C S  of  D M S o  v e hi cl e  c o ntr ol  or  V P -tr e at e d  s p h er e s  s h o wi n g  Y F P  (t o p)  a n d  C D 4 9f  ( b ott o m)  
e x pr e s si o n. B.  Bri g ht -fi el d a n d fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of s p h er e s tr e at e d fr o m d a y z er o wit h eit h er 
D M S O  v e hi cl e  c o ntr ol  or  V P  ( 2 μ M)  (t o p)  a n d  c o ntr ol  or  SI M  ( 1 0μ M)  ( b ott o m),  s c al e  b ar  5 0 μ m. C.  
Bri g ht -fi el d a n d fl u or e s c e nc e  i m a g e s of s e c o n d ar y s p h er e s g e n er at e d fr o m D M S O v e hi cl e c o ntr ol a n d 
V P -tr e at e d  s p h er e s,  q u a ntifi c ati o n  ri g ht,  s c al e  b ar  5 0 0μ m. D.  N a n o stri n g  a n al y si s  of  st e m  c ell -
a s s o ci at e d  g e n e s  i n  D M S O  v e hi cl e  c o ntr ol  a n d  V P -tr e at e d  s p h er e s.  D at a  a r e m e a n  ±  S E M,  n = 3  
bi ol o gi c al  r e pli c at e s  * p < 0. 0 5  b y  St u d e nt’ s  t  t e st.  E.  W e st er n  bl ot  of  M D A -2 3 1  c ell s  tr e at e d  wit h  
si Sr a m bl e  or  si Y A P  s h o wi n g  e x pr e s si o n  of  Y A P  a n d  G A P D H  a s  a  l o a di n g  c o ntr ol.  F.   Bri g ht-fi el d 
i m a g e s of s p h er e s g e n er at e d fr o m M D A-2 3 1 c ell s tr e at e d wit h si S cr a m bl e  a n d si Y A P. D at a ar e  m e a n 
± S E M, n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s *** p < 0. 0 0 1 b y St u d e nt’ s t t e st  
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It g a 6, Kit 1 7 5  a n d Pr o m 1 7 3  c o nfir m e d  t h e i n hi biti o n  of  C S C s ( Fi g ur e   3. 1 3 D).  Fi n all y,  i n 
or d er t o st u d y t h e eff e ct of Y A P i n t h e  C S C s of h u m a n b a s al -li k e br e a st c a n c er, I utili z e d 
t h e h u m a n  t u m o ur  c ell  li n e  M D A -M B -2 3 1 w hi c h  h a s  b e e n  r e p ort e d  t o  h a v e  hi g h  Y A P  
a cti vit y 1 7 6 .  si R N A  k n o c k-d o w n  of  Y A P  i n  t h e s e  c ell s  si g nifi c a ntl y  r e d u c e d  t h e  a bilit y  of  
t h e s e c ell s t o f or m m a m m o s p h er e s, a n a s s a y wi d el y u s e d t o s h o w a n oi ki s r e si st a n c e of 
C S C s, a c h ar a ct eri sti c of C S C s 1 7 2, 1 7 7  ( Fi g ur e 3. 1 3 F). O v er all, t h e s e r e s ult s s h o w  t h at Y A P 
i s i m p ort a nt f or t h e m ai nt e n a n c e a n d e x p a n si o n of C S C s. 
 
3 . 5. 3.  Y A P  i n hi biti o n  d el a y s  t u m o ur  gr o wt h  a n d  pr olif er ati o n  i n 
vi v o  
A s I  h a v e e st a bli s h e d a b o v e t h e eff e ct of Y A P o n t h e gr o wt h a n d pr olif er ati o n of 
W nt -M et st e m  c ell -e nri c h e d s p h er e s, I  n e xt w a nt e d  t o c o nfir m t h at Y A P p ortr a y s t h e s a m e 
eff e ct i n t u m o ur s. W nt -M et mi c e w er e sti m ul at e d vi a pr e g n a n c y at 8 -1 0 w e e k s ol d. Fr o m 
d a y z er o  P P, mi c e w er e tr e at e d d ail y wit h eit h er v e hi cl e c o ntr ol or 1 0 0 m g/ k g SI M vi a or al 
g a v a g e. I  o b s er v e d a si g nifi c a nt d el a y i n t u m o ur d e v el o p m e nt a n d a v er a g e t u m o ur w ei g ht 
of SI M- tr e at e d mi c e c o m p ar e d t o c o ntr ol ( Fi g ur e 3. 1 4 A, B).  Hi st ol o gi c al a n al y s e s of t h e 
m o u s e  t u m o ur s  r e v e al e d  l o o s e  str o m a  i n  a d diti o n  t o  s m all er  m or e  h oll o w  a ci ni  i n  SI M -
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tr e at e d  t u m o ur s.  I n  a d diti o n,  t h e  pr olif er ati o n  of  t h e  tr e at e d  t u m o ur s  w a s  si g nifi c a ntl y  
d e cr e a s e d,  s u g g e sti n g t h at tr e at e d t u m o ur s w er e at a n e arli er st a g e of t u m ori g e n e si s d u e 
t o t h eir sl o w er pr olif er ati o n r at e ( Fi g ur e  3. 1 4 C). q P C R a n al y si s c o nfir m e d Y A P i n hi biti o n , 
a s I  o b s er v e d a m ar k e d d e cr e a s e d i n t h e e x pr e s si o n of t h e Y A P t ar g et g e n e  Ct gf  ( Fi g ur e 
3. 1 4 D). T h e s e d at a c o nfir m t h at Y A P i n hi biti o n d el a y s t h e gr o wt h a n d pr olif er ati o n of W nt -
M et t u m o ur s  
3. 5 . 4. Y A P k n o c k -o ut d el a y s W nt -M et t u m o ur f or m ati o n  
Si n c e I  f o u n d t h at Y A P i s hi g hl y a cti v at e d i n W nt -M et b a s al br e a st c a n c er, I  n e xt 
e x a mi n e d it s f u n cti o n al r ol e b y g e n eti c m e a n s. I  cr o s s e d fl o x e d Y A P all el e s 1 7 8  i nt o W nt-
M et  mi c e.  U p o n  sti m ul ati o n  vi a  pr e g n a n c y,  h o m o z y g o u s  Y A P  a bl ati o n  i n  W nt -M et  mi c e  
( d e n ot e d W nt-M et - Y A PK O ) pr o d u c e d a n i n cr e a s e i n t h e n u m b er of t u m o ur-fr e e mi c e fr o m 
1 1 d a y s i n  c o ntr ol s ( W nt -M et -h et er o z y g o u s Y A P  a bl ati o n) t o 1 7 d a y s ( Fi g ur e  3. 1 5 A ). T h e 
a v e r a g e  t u m o ur  w ei g ht  of  W nt-M et - Y A PK O  m a m m ar y  gl a n d s  w a s  al s o  si g nifi c a ntl y 
d e cr e a s e d  ( Fi g ur e  3. 1 5 B).  I  c o nfir m e d Y A P  a bl ati o n  b y  q P C R  ( Fi g ur e 3. 1 5 C ). 
R e m ar k a bl y,  H & E  st ai ni n g  a n d  i m m u n o hi st o c h e mi str y  of  W nt -M et - Y A PK O  m a m m ar y 
gl a n d s  r e v e al e d  l ar g e  al v e oli,  w hi c h  w er e  l ar g el y  Y A P -fr e e  a n d  e x hi bit e d  h e alt h y  o n e-
l a y er e d a ci ni wit h a si g nifi c a nt d e cr e a s e i n pr olif er ati o n, a s s e e n b y Ki-6 7 st ai ni n g ( Fi g ur e 
3. 1 5 D ,  l o w er  p a n el,  m ar k e d  b y  r e d  arr o w h e a d s,  q u a ntifi c ati o n  i n  Fi g ur e 3. 1 5 E ).  I n  
c o ntr a st,  W nt -M et - Y A PCtrl m a m m ar y  gl a n d s  s h o w e d  l ar g e  t u m or o u s  ar e a s,  w hi c h  w er e  
str o n gl y  Y A P -st ai n e d,  a n d  l ar g e  e m pt y  al v e oli  c o ul d  n ot  b e  di s c er n e d  ( Fi g ur e  3. 1 5 D , 
u p p er  p a n el).  Fl u or e s c e nt  i m a g e s  of  Y F P  c o nfir m e d  s u c c e s sf ul  c r e-r e c o m bi n ati o n,  i.  e.,  
Y F P- p o si ti v e  c ell s  w er e  f o u n d  i n  si n gl e-l a y er e d  a ci ni  i n  W nt-M et - Y A PK O  gl a n d s,  i n  
c o ntr a st  t o  fill e d  t u m o ur s  i n  t h e  c o ntr ol s  ( Fi g ur e  3. 1 6 A).  F A C S  r e v e al e d  a  5. 5 -f ol d 
d e cr e a s e  i n  t h e  c o nt e nt  of  C D 4 9f hi  C D 2 4 hi  C S C s  i n  W nt -M et - Y A PK O  m a m m ar y  gl a n d s  
w h e n  c o m p ar e d  wit h  c o ntr ol s  ( Fi g ur e  3. 1 6 B ). T a k e n  t o g et h er,  t h e s e  d at a  d e m o n str at e  
t h at Y A P i s cr u ci al f or t h e g e n er ati o n of C S C s a n d t u m o ur i niti ati o n i n W nt-M et t u m o ur s.  
Fi g ur e 3. 1 4: Y A P i n hi biti o n  d el a y s W nt -M et t u m o ur f or m ati o n . A.  T u m o ur gr o wt h c ur v e of W nt -
M et mi c e tr e at e d wit h eit h er v e hi cl e c o ntr ol or SI M ( 1 0 0 m g/ k g) d ail y fr o m d a y z er o  p o st -p art u m. D at a 
ar e  m e a n  ± S E M,  n = 3  bi ol o gi c al  r e pli c at e s,  **** p < 0. 0 0 0 1,  T w o -w a y  A N O V A,  Si d a k’ s  m ulti pl e  
c o m p ari s o n s t e st. B.  A v er a g e t u m o ur w ei g ht of v e hi cl e c o ntr ol a n d SI M -tr e at e d mi c e. D at a ar e m e a n 
± S E M, n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s, * p < 0. 0 5 b y St u d e nt’ s t t e st. C.  H & E st ai ni n g of v e hi cl e c o ntr ol a n d 
SI M -tr e at e d t u m o ur s, s c al e b ar 5 0μ m (t o p). I m m u n o st ai ni n g of Ki -6 7 i n W nt -M et t u m o ur s tr e at e d wit h 
eit h er  v e hi cl e  c o ntr ol  or  SI M ,  s c al e  b ar  2 0μ m  ( b ott o m),  q u a ntifi c ati o n  o n  t h e  ri g ht.  D at a  ar e  m e a n  
± S E M,  n = 3  bi ol o gi c al  r e pli c at e s,  ** p < 0. 0 1  b y  St u d e nt’ s  t  t e st.  D.  q P C R  a n al y si s  of  t h e  Y A P  t ar g et  
g e n e Ct gf  i n v e hi cl e c o ntr ol a n d SI M-tr e at e d W nt-M et t u m o ur s. D at a ar e m e a n ± S E M, n = 3 b i ol o gi c al 
r e pli c at e s, * p < 0. 0 5 b y St u d e nt’ s t t e st 
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Fi g ur e 3. 1 5: G e n eti c  a bl ati o n  of  Y A P  d el a y s  W nt -M et  t u m o ur  f or m ati o n . A.  Gr a p h  s h o wi n g  
t u m o ur-fr e e  mi c e  i n  W nt-M et,  W nt -M et -Y A P Ctrl( H E T)  a n d  W nt -M et -Y A P K O ,  ** p < 0. 0 0 1,  b y  G e h a n-
Br e sl o w -Wil c o x o n  t e st.   B.  A v er a g e  t u m o ur  w ei g ht  of  W nt -M et -Y A P Ctrl( H E T)  a n d  W nt -M et -Y A P K O  
mi c e. D at a ar e m e a n ± S E M, * p < 0. 0 5, b y St u d e nt’ s t -t e st. C.  R T -q P C R of Y a p  m R N A e x pr e s si o n i n 
W nt -M et -Y A P Ctrl( H E T)  a n d W nt -M et -Y A P K O  t u m o ur s. D at a ar e m e a n ± S E M, n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s, 
*** p < 0. 0 0 1, b y St u d e nt’ s t t e st.  D.  C o m p ari s o n of W nt -M et -Y A P Ctrl( H E T)  ( u p p er pi ct ur e s) a n d W nt-
M et -Y A P K O  (l o w er  pi ct ur e s)  m a m m ar y  gl a n d s  at  2. 4  w e e k s  P P.  H & E  st ai ni n g  (l eft  p a n el),  
i m m u n o hi st o c h e mi str y of Y A P ( mi d dl e p a n el) a n d Ki-6 7 (ri g ht p a n el), r e d arr o w h e a d s m ar k si n gl e 
c ell -l a y er e d  h e alt h y  Y A P-fr e e  e pit h eli a, s c al e  b ar,  5 0 μ m  a n d  2 0 μ m. E. Q u a ntifi c ati o n  of  Ki -6 7 -
p o siti v e c ell s. D at a ar e m e a n ± S E M, n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s, * p < 0. 0 5, b y St u d e nt’ s t t e st.  
Fi g ur e 3. 1 6:  G e n eti c a bl ati o n of Y A P d e pl et e s C D 2 4 hi  C D 4 9f hi  c ell s. A.  C o nf o c al mi cr o s c o p y of 
Y F P ( gr e e n) i n W nt -M et -Y A P Ctrl( H E T)  a n d W nt -M et -Y A P K O  m a m m ar y gl a n d s at 2. 4 w e e k s P P, s c al e 
b ar,  2 0 μ m. B.  F A C S  pl ot  s h o wi n g  C S C s  i n  W nt -M et -Y A P Ctrl( H E T)  a n d  W nt -M et -Y A P K O  m a m m ar y 
gl a n d s.  
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3 . 5. 5.  Y A P  i n hi biti o n  p r e v e nt s  t h e  l u mi n al– b a s al  s wit c h  a n d 
n u cl e ar a c c u m ul ati o n of β -c at e ni n a n d Y A P  
M et  si g n alli n g  i n d u c e s  t h e  tr a n s-diff er e nti ati o n  of  l u mi n al  m a m m ar y  gl a n d  c ell s 
i nt o b a s al c ell s3 3, 1 7 9 . T o e x a mi n e w h et h er M et -i n d u c e d tr a n s-diff er e n ti ati o n al s o d e p e n d s 
o n  Y A P,  I  e x a mi n e d  W nt -M et - Y A PCtrl  a n d  W nt -M et - Y A PK O m a m m ar y  gl a n d s  f or  t h e  
e x pr e s si o n  of  t h e  l u mi n al  c ell  m a k er  C K 8  a n d t h e  b a s al  c ell  m ar k er  P 6 3.  I o b s er v e d 
str o n g e x pr e s si o n of P 6 3 i n c o ntr ol gl a n d s, w hi c h e x hi bit e d a mi ni m al e x pr e s si o n of C K 8 
(Fi g ur e  3. 1 7 A,   B,  l eft  p a n el s). Stri ki n gl y  i n  c o ntr a st,  W nt -M et - Y A PK O m a m m ar y  gl a n d s  
s h o w e d n e gli gi bl e  P 6 3 -p o siti v e  c ell s  b ut  a  hi g h  n u m b er  of  C K 8 -p o siti v e  c e ll s ( Fi gur e . 
3. 1 7 A, B, ri g ht p a n el ). R T -q P C R of t h e l u mi n al m ar k er Krt 8  a n d t h e b a s al m ar k er D n p 6 3  
c o nfir m e d  a n  i n cr e a s e  i n  l u mi n al  c ell s  a n d  a  d e cr e a s e  i n  b a s al  c ell s  i n  W nt -M et - Y A PK O 
m a m m ar y gl a n d s  ( Fi g ur e  3. 1 7 C).  A s  c o nfir m ati o n,  i n  W nt -M et  t u m o ur s  I f o u n d a  str o n g 
e x pr e s si o n of C K 1 4 a n d a l o w e x pr e s si o n of C K 8, a p att er n w hi c h w a s r e v er s e d i n SI M-
tr e at e d t u m o ur s (Fi g ur e 3. 1 7 D). O v er all, t h e s e d at a pr o vi d e g e n eti c a n d p h ar m a c ol o gi c al 
e vi d e n c e t h at  Y A P  i s  r e q uir e d  f or  t h e  a c q ui siti o n  of  b a s al  c h ar a ct eri sti c s  i n  W nt-M et 
Fi g ur e 3. 1 7: Y A P i n hi biti o n  pr e v e nt s t he l u mi n al t o b a s al s wit c h.  A.  C o nf o c al mi cr o s c o p y  of Y F P 
( gr e e n) a n d C K 8 (r e d) i n W nt-M et -Y A P Ctrl( H E T)  a n d W nt -M et -Y A P K O  m a m m ar y gl a n d s at 2. 4 w e e k s P P, 
s c al e  b ar,  2 0 μ m. B.  C o nf o c al mi cr o s c o p y  of Y F P ( gr e e n) a n d P 6 3 (r e d) i n W nt -M et -Y A P Ctrl( H E T)  a n d 
W nt -M et -Y A P K O  m a m m ar y  gl a n d s  at  2. 4  w e e k s  P P,  s c al e  b ar,  2 0 μ m. C.  R T -q P C R a n al y si s of Krt 8  
a n d D n p 6 3  i n W nt-M et -Y A P Ctrl( H E T)  a n d W nt -M et -Y A P K O  m a m m ar y gl a n d s. D at a ar e m e a n ± S E M, n = 3 
bi ol o gi c al  r e pli c at e s,  * p < 0. 0 5,  b y  St u d e nt’ s  t  t e st.  D.  C o nf o c al  mi cr o s c o p y  of D M S O  v e hi cl e  c o ntr ol 
a n d SI M -tr e at e d W nt-M et t u m o ur s f or Y A P ( gr e e n) a n d β -c at e ni n (r e d), s c al e b ar 5 0 μ m.  
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t u m o ur s. 
 
3 . 6. Y A P a cti vit y u p o n β -c at e ni n i n hi biti o n  
3. 6. 1 . IC G -0 0 1 tr e at m e nt e n h a n c e s  Y A P a cti vit y a n d s e n e s c e n c e -
a s s o ci at e d g e n e s i n W nt -M et s p h er e s   
T o  u n d er st a n d  if  β -c at e ni n  tr a n s cri pti o n al  a cti vit y  i s  r e q uir e d  f or  t h e  n u cl e ar  
f u n cti o n of Y A P, I tr e at e d W nt-M et s p h er e s wit h t h e W nt -β -c at e ni n i n hi bit or I C G- 0 0 1 t h at 
i n hi bit s  t h e  n u cl e ar  i nt er a cti o n  of  β-c at e ni n  wit h  C B P  pr e v e nti n g  t h e  tr a n s cri pti o n  of  β -
c at e ni n -C B P  t ar g et  g e n e s 1 8 0 .  P h e n ot y pi c all y,  tr e at e d  s p h er e s  e x hi bit e d  r e d u c e d  vi a bilit y  
a n d s elf -r e n e w al a bilit y i n di c ati n g i m p air m e nt of C S C pr o p erti e s ( Fi g ur e 3. 1 8 A, B). G e n e 
S et  E nri c h m e nt  A n al y si s  ( G S E A)  i d e ntifi e d  a  d o w nr e g ul ati o n  i n  g e n e s  a s s o ci at e d  wit h  
D N A d a m a g e r e p air a n d  c ell c y cl e c o ntr ol ( Fi g ur e 3. 1 9 A). Str o n gl y d o w nr e g ul at e d g e n e s 
i n cl u d e d S k p 2 , C c n a 2 , C c n e 2  a n d C d c 2 5 c  all  i n v ol v e d  i n  c ell  c y cl e  pr o gr e s si o n 1 8 1 – 1 8 3  
( Fi g ur e  3. 1 9 B).  B y   co ntr a st,  g e n e s  a s s o ci at e d  wit h  s e n e s c e n c e  w er e  si g nifi c a ntl y  
u pr e g ul at e d, s u c h a s C d k n 2 b / p 1 5 a n d t h e p 5 3 t ar g et s G a d d 4 5 a  a n d C d k n 1 a / p 2 11 8 4, 1 8 5  
( Fi g ur e  3. 1 9 C). G e n e  e x pr e s si o n  a n al y si s  r e v e al e d  e x pr e s si o n  c h a n g e s  i n  g e n e s  
a s s o ci at e d wit h W nt, a p o pt o si s, t h e c ell c y cl e a n d D N A d a m a g e r e p air ( Fi g ur e 3. 2 0 A).  
A  str o n g  u pr e g ul ati o n  of  t h e  Y A P  t ar g et  g e n e s  Ar e g , A n kr d 1 , Ct gf  a n d C a vi n 2  w a s 
Fi g ur e 3. 1 8 : I C G-0 0 1 -tr e at m e nt r e d u c e s vi a bilit y a n d s elf-r e n e w al  f or C S C s. A.  Bri g ht -fi el d a n d 
fl u or e s c e nc e  i m a g e s  of  W nt-M et  s p h er e s  i n D M S O  v e hi cl e  c o ntr ol  a n d  I C G -0 0 1 -tr e at e d  C S C s 
( 1 0μ m) f or 4 8 h o ur s, ri g ht, C ell Titr e Gl o vi a bilit y ** p < 0. 0 0 5. B.  Bri g ht -fi el d a n d fl u or e s c e nc e  i m a g e s of 
s e c o n d ar y s p h er e s g e n er at e d fr o m W nt -M e t s p h er e s i n D M S O v e hi cl e c o ntr ol a n d I C G -0 0 1 -tr e at e d 
( 1 0μ m) C S C s f or 4 8 h o ur s, q u a ntifi c ati o n o n t h e ri g ht. 
R e s ult s  
 
 
4 0  
 
o b s er v e d  i n  I C G -0 0 1 -tr e at e d  s p h er e s  ( Fi g ur e  3. 2 0 B).  I n  a gr e e m e nt  wit h  t h e  
u pr e g ul ati o n  of  Y A P  t ar g et  g e n e s,  n u cl e ar  Y A P  w a s  el e v at e d  3 -f ol d  i n  t h e  tr e at e d  
s p h er e s  ( Fi g ur e  3. 2 0 C).  B a s e d  o n  t h e s e  d at a,  I  h y p ot h e si z e d  t h at  Y A P  a cti vit y  m a y  
m e di at e s ur vi v al of  W nt -M et s p h er e s u p o n I C G -0 0 1 -tr e at m e nt. I n a gr e e m e nt wit h t hi s, 
c o -i n hi biti o n of b ot h Y A P a n d β-c at e ni n l e d t o a n e n h a n c e d d e cr e a s e i n t h e s elf -r e n e w al 
of  W nt -M et  s p h er e s  ( Fi g ur e  3. 2 1 A).  T h e s e  d at a  s h o w  t h at  alt h o u g h  C B P/ β -c at e ni n 
i n hi biti o n  si g nifi c a ntl y  r e d u c e s  s p h er e  vi a bilit y  a n d  C S C  pr o p erti e s,  a n d  t h at  a n  
u pr e g ul ati o n of Y A P a cti vit y a n d a s e n e s c e n c e/ d or m a n c y pr o gr a m m e m a y l e a d t o c ell 




Fi g ur e 3. 1 9 : I C G- 00 1 -tr e at m e nt  i n d u c e s  a  s e n e s c e n c e g e n e  e x pr e s si o n  pr ofil e.  A.  G e n e  S et  
E nri c h m e nt  A n al y si s  of  g e n e  e x pr e s si o n  c h a n g e s  i n  D M S O  v e hi cl e  c o ntr ol  a n d  I C G -0 0 1 -tr e at e d 
( 1 0μ M)  s p h er e s.  B.  L o g 2  c o u nt s  of  g e n e s  a s s o ci at e d  wit h  c ell  c y cl e  pr o gr e s si o n  ( D M S O  v e hi cl e  
c o ntr ol – y ell o w,  I C G -0 0 1 -tr e at e d  ( 1 0μ M) - bl u e). C.  L o g 2  c o u nt s  of  g e n e s  a s s o ci at e d  wit h 
s e n e s c e n c e ( D M S O v e hi cl e c o ntr ol – y ell o w, I C G -0 0 1 -tr e at e d ( 1 0μ M) - bl u e). D at a ar e m e a n ± S E M, 
n = 3  bi ol o gi c al r e pli c at e s,  b y St u d e nt’ s t t e st.  
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Fi g ur e 3. 2 1: C o m bi n ati o n  Y A P -T E A D  a n d  β -c at e ni n -C B P  i n hi biti o n  pr e v e nt s  C S C  s elf -r e n e w al.  
A.  Bri g ht -fi el d ( u p p er) a n d fl u or e s c e n c e  i m a g e s (l o w er) of s e c o n d ar y s p h er e s g e n er at e d fr o m W nt-M et 
pri m ar y s p h er e s tr e at e d wit h  D M S O v e hi cl e c o ntr ol , I C G-0 0 1 ( 1 0 μ M), V P  ( 1 μ M) a n d c o m bi n ati o n f or 2 4 
h r s, s c al e b ar 5 0 0μ m, q u a ntifi c ati o n o n t h e ri g ht. 
 
Fi g ur e 3. 2 0 : I C G-0 0 1 -tr e at m e nt e n h a n c e s Y A P a cti vit y . A.  N a n o Stri n g h e at m a p  s h o wi n g diff er e nti al 
g e n e e x pr e s si o n of W nt -M et s p h er e s tr e at e d wit h eit h er D M S O v e hi cl e c o ntr ol or I C G -0 0 1 ( 1 0 μ m) f or 
4 8 h o ur s. B.  L o g 2 c o u nt s of Y A P t ar g et g e n e m R N A tr a n s cri pt s. D at a ar e m e a n ± S E M, n = 3 bi ol o gi c al 
r e pli c at e s, p-v al u e c al c ul at e d b y St u d e nt’ s t t e st. C.  C o nf o c al mi cr o s c o p y f or Y A P e x pr e s si o n i n D M S O 
v e hi cl e  c o ntr ol  a n d  I C G -0 0 1 -tr e at e d  s p h er e s,  q u a ntifi c ati o n  o n  t h e  ri g ht.  D at a  ar e  m e a n  ± S E M,  n = 3  
bi ol o gi c al r e pli c at e s, ** p < 0. 0 1.
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3. 7 . Y A P r e g ul at e s β -c at e ni n a cti vit y  
3 . 7. 1. Y A P c o ntr ol s β- cat e ni n n u cl e ar a cti vit y  
I n e xt  i n v e sti g at e d  if  Y A P  i s  r e q uir e d  f or  t h e  tr a n s cri pti o n al  a cti vit y  of  β -c at e ni n. 
N a n o S tri n g g e n e e x pr e s si o n a n al y si s1 8 6  of c o ntr ol a n d W nt -M et - Y A PK O  m a m m ar y gl a n d s 
w a s  p erf or m e d.  A  str o n g  d e cr e a s e  i n  Y A P  a n d  β -c at e ni n  a cti vit y  i n  W nt -M et - Y A PK O  
m a m m ar y gl a n d s w a s f o u n d ( Fi g ur e 3. 2 2 A ): t ar g et g e n e s s u c h a s Ct gf  a n d I gf p b 3 ( Y A P 
t ar g et s) a n d A xi n 2  a n d B M P 4  ( β-c at e ni n  t ar g et s) w er e d o w nr e g ul at e d i n W nt-M et - Y A PK O  
ti s s u es , i n di c ati n g t h at Y A P i s r e q uir e d f or t h e n u cl e ar a cti vit y of β-c at e ni n  ( Fi g ur e 3. 2 2 B, 
C).   N e xt I e x a mi n e d  if  Y A P  r e g ul at e s  t h e  n u cl e ar  tr a n sl o c ati o n  of  β -c at e ni n. 
Q u a ntifi c ati o n  of  β -c at e ni n -p o siti v e  n u cl ei  s h o w e d  a n  1 1 -f ol d  d e cr e a s e  i n  W nt- M et-
Y A P K O  m a m m ar y  gl a n d s  c o m p ar e d  t o  c o ntr ol s ( Fi gur e  3. 2 3 A ).  F urt h er m or e, 
p h ar m a c ol o gi c al  i n hi biti o n  of  Y A P  c o m pl et el y  i n hi bit e d  β -c at e ni n  n u cl e ar  tr a n sl o c ati o n  
(Fi g ur e 3. 2 3 B ). T h e s e d at a s h o w t h at Y A P i s r e q uir e d f or t h e n u cl e ar tr a n sl o c ati o n a n d 
a cti vit y of β -c at e ni n.  
Fi g ur e 3. 2 2 : Y A P r e g ul at e s W nt t ar g et g e n e tr a n s cri pti o n.  A.  H e at m a p  s h o wi n g diff er e nti al g e n e 
e x pr e s si o n of Y A P a n d β -c at e ni n t ar g et g e n e s i n W nt -M et -Y A P Ctrl( H E T)  ( C o ntr ol) a n d W nt -M et -Y A P K O  
mi c e. B.  L o g 2 c o u nt s of t h e Y A P t ar g et g e n e s Ct gf , C yr 6 1  a n d I gf b p 3. C.  L o g 2 c o u nt s of t h e β -c at e ni n 
t ar g et  g e n e s  A xi n 2 , B m p 4  a n d M y c n .  D at a  ar e  m e a n  ± S E M,  n = 3  bi ol o gi c al  r e pli c at e s,  * p < 0. 0 5,  
*** p < 0. 0 0 1, b y St u d e nt’ s t t e st.  
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3. 7. 2 . Y A P a n d β-c at e ni n i nt er a ct  
Y A P  h a s b e e n  r e p ort e d t o  b e r e q uir e d  f or  t h e  d e v el o p m e nt  of  β -c at e ni n -dri v e n 
t u m o ur s1 8 7 .  I h y p ot h e si z e d  t h at  si n c e  Y A P  i n hi biti o n  r e s ult s  i n  a  d e cr e a s e  i n  t h e 
e x pr e s si o n  of  a  n u m b er  o f  β- cat e ni n  t ar g et  g e n e s ,  Y A P  m a y  i n  f a ct  f or m  a  
tr a n s cri pti o n al  c o m pl e x  wit h  β- cat e ni n  i n  t h e  n u cl e u s  t o  c o ntr ol  t h e  e x pr e s si o n  of  a  
n u m b e r of c o m m o n t ar g et g e n e s. Fir st, I i n ve sti g at e d if n u cl e ar Y A P a n d β - cat e ni n ar e 
c o - e x pr e ss e d i n t h e n u cl e u s of W nt -M et t u m o ur s. I m m u n ofl u or e s c e n c e of  Y A P  a n d  β -
c at e ni n i n W nt - M et st e m c ell -e nri c h e d s p h er e s  a n d t u m o ur s s h o w e d t h at Y A P str o n gl y 
c o -lo c ali z e d  i n  t h e  n u cl e u s  wit h  β - cat e ni n , i n di c ati n g t h at  b ot h  Y A P  a n d  W nt  ar e  b ot h  
i m p ort a nt tr a n s cri pti o n f a ct or s i n t h e C S C s i n W nt- M et t u m o ur s ( Fi gur e 3. 2 4 A). Y A P a n d 
β - cat e ni n h a v e b e e n s h o w n t o dir e ctl y i nt er a ct wit hi n t h e β - cat e ni n d e str u cti o n c o m pl e x 
of t h e c yt o pl a s m, w h er e W nt a cti v ati o n r e s ult s i n t h e r el e a s e of β - cat e ni n a n d Y A P i nt o 
t h e n u cl e u s 1 4 2 . H o w e v er, n o st u d y h a s c o n ci s el y s h o w n t h e n u cl e ar i nt er a cti o n of t h e s e 
tr a n s cri pti o n al  r e g ul at or s  i n  m a m m ar y  gl a n d  c a n c er . I  c o nfir m e d t h e i nt er a cti o n  of  
n u cl e ar Y A P  a n d  β - cat e ni n  b y  c o -i m m u n o pr e ci pit ati o n of  a cti v e  Y A P ,  w hi c h  i s  
e x cl u si v el y  n u cl e ar  i n  W nt- M et st e m  c ell -e nri c h e d  s p h er e s .  Thi s  r e v e al e d  str o n g  c o-
i m m u n o pr e ci pit ati o n of β- cat e ni n G O F  a n d T E A D 4 ( Fi g ur e 3. 2 4 B ).  
Fi g ur e 3. 2 3 : Y A P  r e g ul at e s  β -c at e ni n  n u cl e ar  tr a n sl o c ati o n . A.  C o nf o c al  mi cr o s c o p y  of  β -c at e ni n 
(r e d) i n W nt-M et -Y A P Ctrl( H E T) ( C o ntr ol) a n d W nt -M et -Y A P K O  mi c e. Q u a ntifi c ati o n of n u cl e ar β -c at e ni n o n 
t h e  ri g ht.  D at a  ar e  m e a n  ± S E M,  n = 3  bi ol o gi c al  r e pli c at e s,  * p < 0. 0 5,  b y  St u d e nt’ s  t  t e st.  B.  C o nf o c al 
mi cr o s c o p y  of β -c at e ni n ( gr e e n) i n D M S O v e hi cl e c o ntr ol a n d SI M -tr e at e d st e m c ell-e nri c h e d s p h er e s, 
s c al e b ar,  5 0 μ m  
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3. 7. 3 .  β- cat e ni n  a n d  T E A D 4  c o -l o c ali s e  at  c o m m o n  g e n e  
pr o m ot er s  a n d e n h a n c er s  
Y A P h a s b e e n r e p ort e d t o b e r e q uir e d  f or  t h e  d e v el o p m e nt  of  β - cat e ni n dri v e n 
t u m o ur s1 8 7 .  I h y p ot h e si z e d  t h at  si n c e  Y A P  i n hi biti o n  r e s ult s  i n  a  d e cr e a s e  i n  t h e  
e x pr e s si o n  of  a  n u m b er  W nt  t ar g et  g e n e s,  Y A P/ T E A D  m a y  bi n d  wit h  β - cat e ni n  t o  
r e g ul at or y r e gi o n s of c o m m o n t ar g et g e n e s t o c o ntr ol g e n e e x pr e s si o n i n c a n c er st e m 
c ell s. T o t e st o ur h y p ot h e si s, i n c oll a b or ati o n wit h Cl e m e n s M e s s er s c h mi dt of t h e BI H , 
T E A D 4 a n d C T N N B 1 ( β-c at e ni n) c hI P- s e q d at a fr o m h E S C H 1 c ell s w er e d o w nl o a d e d 
fr o m  c hI P-Atl a s 1 8 8 . W e  i d e ntifi e d  a  di st al  e n h a n c er  of  A XI N 2  a n d a  str o n g  e n h a n c er  of  
N U A K 2 ( a n e wl y i d e ntifi e d Y A P t ar g et g e n e1 8 9 ) c o nt ai ni n g o v erl a p pi n g β -c at e ni n, T E A D 4 
a n d  Y A P 1  c hI P -s e q  p e a k s  ( Fi g ur e  3. 2 5 A,  B ).  O v er all,  t h e s e  d at a  s h o w  t h at  T E A D 4,  β-
c at e ni n a n d Y A P 1 c a n c o -l o c at e at g e n e pr o m ot er s a n d e n h a n c er s of b ot h W nt a n d Y A P 
t ar g et g e n e s. 
Fi g ur e 3. 2 4: Y A P, β -c at e ni n a n d T E A D 4 i nt er a ct i n t h e n u cl e u s.  A.  C o nf o c al mi cr o s c o p y of st e m  
c ell -e nri c h e d s p h er e s a n d W nt -M et t u m o ur s f or β -c at e ni n (r e d) a n d Y A P ( gr e e n), s c al e b ar 1 0 μ m. B.  
C o -i m m u n o pr e ci pit ati o n of a cti v e Y A P a n d β-c at e ni n i n W nt -M et s p h er e s s h o wi n g i nt er a cti o n of b ot h 
wit h T E A D 4, n = 3.
Fi g ur e 3. 2 5:  Y A P,  β -c at e ni n  a n d  T E A D 4  bi n d  c o m m o n  g e n e  r e g ul at or y  r e gi o n s . A.  C hI P- s e q 
tr a c k s f or Y A P, β-c at e ni n a n d  T E A D 4 s h o wi n g o v erl a p pi n g si g n al s at a n A XI N 2  e n h a n c er r e gi o n . B.  
C hI P- s e q  tr a c k s  f or  Y A P,  β -c at e ni n  a n d  T E A D 4  s h o wi n g  o v erl a p pi n g  si g n al s  at  a  str o n g  N U A K 2  
e n h a n c er r e gi o n . 
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3. 8 . Y A P i n h u m a n br e a st c a n c er 
3 . 8 . 1. Y A P i s a cti v e i n h u m a n B L B C  
T o v ali d at e t h e cli ni c al r el e v a n c e of o ur d at a, i n c oll a b or ati o n wit h P hili p p M erti n s 
a n d  Oli v er  P o p p  of  t h e  M D C,  w e  a n al y s e d  Y A P  a cti vit y  i n  diff er e nt  br e a st  c a n c er  
s u bt y p e s. T h e a n al y si s of h u m a n pri m ar y p ati e nt d at a 1 9 0  r e v e al e d hi g h e x pr e s si o n of t h e 
Y A P si g n at ur e 1 6 2  i n b a s al br e a st c a n c er, i n c o ntr a st t o ot h er s u b gr o u p s of br e a st c a n c er s 
( Fi g ur e 3. 2 6 A ). C o nf o c al a n al y si s of a cti v e Y A P i n si x b a s al br e a st  c a n c er P D X m o d el s 1 9 1  
s h o w e d c ell s wit h str o n g n u cl e ar Y A P ( Fi g ur e 3. 2 7 A ).  I c o nfir m e d el e v at e d Y A P a cti vit y 
b y  q P C R  of  Y A P  t ar g et  g e n e s,  C T G F , I G F B P 3 a n d A N K R D 1 1 6 2  i n  s p h er e s  of  h u m a n  
b a s al  br e a st  c a n c er  c ell  li n e s  B T 5 4 9,  M D A 2 3 1  a n d  S U M 1 3 1 5,  c o m p ar e d  t o  l u mi n al  





Fi g ur e 3. 2 6:  Y A P  tr a n s cri pti o n al  si g n at ur e  i s  i n cr e a s e d  i n  h u m a n  b a s al  br e a st  c a n c er 
p ati e n t s  at  t h e  pr ot ei n  l e v el.  A.  H e at m a p  of  pr ot e o mi c s  d at a  fr o m  M erti n s  a n d  c oll e a g u e s  
2 0 1 6 1 3 5 . T h e pr o vi d e d C P T A C d at a s et w a s filt er e d f or s a m pl e s t h at p a s s e d t h e Q C crit eri a. A 
t w o-s a m pl e m o d er at e d t -t e st w a s a p pli e d b et w e e n s a m pl e s t h at h a v e b e e n a s si g n e d t o b a s al 
v s.  all  ot h er  s u bt y p e s  c o m bi n e d.  S el e ct e d  si g nifi c a nt  pr ot ei n s  fr o m  Z a n c o n at o  a n d  c oll e g u e s  
( 2 0 1 6) wit h a n a dj u st e d p-v al u e (fr o m B e nj a mi ni -H o c h b er g c orr e cti o n) < 0. 0 5 fr o m t h e li st s ar e 
di s pl a y e d. T h e h e at m a p u s e s m e di a n -M A D -n or m ali s e d i n p ut d at a a cr o s s all pr ot ei n s a n d r o w -
s c ali n g a cr o s s all s a m pl e s. Hi er ar c hi c al cl u st eri n g ( b y E u cli di a n di st a n c e) w a s a p pli e d t o r o w s 
w hil e mi s si n g v al u e s ar e i n di c at e d b y gr e y c ol or. Si g nifi c a n c e a s i n di c at e d: * a dj. p -v al u e < 0. 0 5, 
** a dj. p -v al u e < 0. 0 1, *** a dj. p -v al u e < 0. 0 0 1, **** a dj. p -v al u e < 0. 0 0 0 1.  
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3 . 8 . 2. Y A P pr e di ct s t h e s ur vi v al of h u m a n br e a st c a n c er p ati e nt s 
i n a s u bt y p e d e p e n d e nt m a n n er 
T o  a s s e s s  if  Y A P  a n d  β - cat e ni n  c o ul d  b e  u s e d  a s  pr e di cti v e  m ar k er s  f or  p ati e nt 
o ut c o m e, I  u s e d t h e K a pl a n -M ei er pl ott er pr o gr a m m e ( htt p:// k m pl ot. c o m )1 9 2  t o i n v e sti g at e 
di s e a s e -fr e e  s ur vi v al  ( D F S)  of  br e a st  c a n c er  p ati e nt s  wit h  hi g h  e x pr e s si o n  of  Y A P  a n d 
C T N N B 1  ( β-c at e ni n) i n  E R +,  P R + (l u mi nal)  v s.  tri pl e  n e g ati v e  br e a st  c a n c er  p ati e nt s.  
C T N N B 1  e x pr e s si o n pr o v e d n ot t o b e a pr e di cti v e m ar k er of D F S i n E R +, P R + p ati e nt s. 
H o w e v er, i n tri pl e -n e g ati v e br e a st c a n c er s , hi g h C T N N B 1  e x pr e s si o n str o n gl y  c orr el at e d 
wit h a d e cr e a s e i n D F S ( Fi g ur e  3. 2 8 A, B, u p p er p a n el). S ur pri si n gl y, i n E R +, P R + br e a st 
c a n c er s  hi g h  Y A P  e x pr e s si o n  w a s  c orr el at e d  wit h  a n  i n cr e a s e  i n  D F S , s u g g e sti n g Y A P  
m a y a ct a s a t u m o ur s u p pr e s s or i n t hi s c o nt e xt. I n c o ntr ar y t o t hi s,  hi g h Y A P  e x pr e s si o n 
i n  tri pl e-n e g ati v e  b a s al  br e a st  c a n c er s  c orr el at e d  wit h  a  si g nifi c a nt  d e cr e a s e  i n  D F S 
( Fi g ur e 3. 2 8 A,  B  l o w er  p a n el).  F oll o wi n g  t hi s  tr e n d , hi g h  e x pr e s si o n  of  t h e  Y A P  t ar g et  
g e n e s  C T G F ,  C Y R 6 1  a n d   I G F B P 3 c orr el at e d  wit h  a  d e cr e a s e  i n  D F S  i n  p ati e nt s  wit h  
tri pl e n e g ati v e br e a st c a n c er ( Fi g ur e 3. 2 8 C ). O v er all, t h e s e d at a s h o w  t h at Y A P i s hi g hl y 
e x pr e s s e d i n b a s al br e a st c a n c er s , c o m p ar e d t o l u mi n al br e a st c a n c er, a n d c a n pr e di ct 
p ati e nt s ur vi v al i n a s u bt y p e d e p e n d e nt m a n n er.  
Fi g ur e  3. 2 7 : Y A P  i s  e x pr e s s e d  a n d  a cti v e  i n  h u m a n  b a s al -li k e  br e a st  c a n c er. A.  C o nf o c al 
mi cr o s c o p y  of  Y A P  i n  si x  P D X  t u m o ur  s a m pl e s  fr o m  b a s al  br e a st  c a n c er  p ati e nt s.  Arr o w s  i n di c at e  
n u cl e ar Y A P, s c al e b ar 2 0 μ m. B.  q P C R a n al y si s of Y A P t ar g et g e n e e x pr e s si o n i n l u mi n al ( y ell o w) a n d 
b a s al ( bl u e) br e a st c a n c er c ell li n e s.  
 
R e s ult s  
 
 




Fi g ur e  3. 2 8 : Y A P  pr e di ct s  p ati e nt  s ur vi v al  i n  a  s u bt y p e -d e p e n d e nt  m a n n er.  A.  K a pl a n -M ei er 
pl ot s s h o wi n g s ur vi v al of E R + , P R+  l u mi n al br e a st c a n c er p ati e nt s wit h eit h er hi g h or l o w e x pr e s si o n 
of C T N N B 1  a n d Y A P 1 . B.  K a pl a n -M ei er  pl ot s  s h o wi n g  s ur vi v al  of  H E R 2 -,  E R-,  P R- b a s al  br e a st  
c a n c er  p ati e nt s  wit h  eit h er  hi g h  or  l o w  e x pr e s si o n  of  C T N N B 1  a n d Y A P 1 . C.  K a pl a n -M ei er  pl ot s  
s h o wi n g s ur vi v al of H E R 2 -, E R-, P R- br e a st c a n c er p ati e nt s wit h eit h er hi g h or l o w e x pr e s si o n of t h e 
Y A P t ar g et g e n e s C T G F, C Y R 6 1 a n d I G F B P 3 . 
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4 . DI S C U S SI O N 
T h e r el e v a n c e of Y A P i n br e a st h a s b e e n di s p ut e d; i t h a s b e e n d e s cri b e d a s b ot h 
a n  o n c o g e n e  a n d  a  t u m o ur  s u p pr e s s or  g e n e i n  t hi s  c o nt e xt1 5 3 – 1 5 5, 1 9 3 . H er e,  I  h a v e 
i d e ntifi e d t h e HI P P O tr a n s d u c er Y A P a s a n o n c o g e ni c r e g ul at or i n W nt-M et -dri v e n b a s al 
m a m m ar y gl a n d  t u m ori g e n e si s. C a n c er st e m c ell s ( C S C s) ar e t h e m aj or c o ntri b ut or s of  
t u m o ur i niti ati o n, m et a st a si s, t h er a p y r e si st a n c e a n d mi ni m al r e si d u al di s e a s e. I s et o ut t o 
i d e ntif y C S C r e g ul ati n g p at h w a y s t h at c o ul d b e u s e d a s p ot e nti al a nti -C S C t h er a pi e s . I n 
d oi n g  s o,   I f o u n d t h at  Y A P  i s  hi g hl y  e x pr e s s e d  i n  t h e  C S C s  of  W nt-M et  mi c e  a n d  
pr o m ot e s t h eir e x p a n si o n, i n p art t hr o u g h t h e r e g ul ati o n of β -c at e ni n a cti vit y. I s h o w  t h at 
M et  si g n alli n g  c o ntr ol s  t h e  n u cl e ar  tr a n sl o c ati o n  a n d  a cti v ati o n  of  Y A P  a n d  β -c at e ni n  
( Fi g ur e  4. 1,  l eft). U p o n  tr a n sl o c ati o n,  Y A P  a n d  β -c at e ni n  i nt er a ct  a n d  bi n d  t o  e n h a n c er  
r e gi o n s  of  W nt  t ar g et  g e n e s  l e a di n g  t o  g e n e  tr a n s cri pti o n.  I n  t h e  a b s e n c e  of  Y A P,  M et  
si g n alli n g c a n n o l o n g er i n d u c e t h e n u cl e ar tr a n sl o c ati o n of β -c at e ni n,  s e q u e st eri n g it i n 
t h e  c yt o pl a s m  a n d  pr e v e nti n g  t h e  tr a n s cri pti o n  of  W nt  t ar g et  g e n e s  ( Fi g ur e  4. 1,  ri g ht). 
T h u s, Y A P i s a k e y b ottl e n e c k r e q uir e d f or t h e o n c o g e ni c a cti vit y of M et a n d β -c at e ni n i n 
b a s al br e a st c a n c er.  
 
Fi g ur e  4. 1 : S c h e m ati c  m o d el  f or  H G F -M et  r e g ul ati o n  of  β - c at e ni n a n d  Y A P  a cti vit y.  L eft , ( 1) 
E xtr a c ell ul ar  H G F  bi n d s  t h e  M et  r e c e pt or  l e a di n g  t o  h et er o -di m eri z ati o n  a n d  i ntr a c ell ul ar  t yr o si n e  
p h o s p h or yl ati o n. ( 2) β -c at e ni n a n d Y A P ar e a cti v at e d a n d tr a n sl o c at e d t o t h e n u cl e u s, ( 3) w h er e t h e y 
i nt er a ct  a n d  bi n d  t h e  tr a n s cri pti o n al  c o-a cti v at or  T E A D , l e a di n g  t o  t h e  tr a n s cri pti o n  of  t ar g et  g e n e s. 
Ri g ht,  ( 1) H G F bi n d s t h e M et r e c e pt or r e s ulti n g i n h et er o -di m eri z ati o n a n d t yr o si n e p h o s p h or yl ati o n. 
( 2) I n t h e a b s e n c e of Y A P, β-c at e ni n i s s e q u e st er e d i n t h e c yt o pl a s m a n d ( 3) c a n  n o l o n g er i n d u c e t h e 
tr a n s cri pti o n of g e n e s s u c h a s A xi n 2. 
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4 . 1. R T K r e g ul ati o n of Y A P a cti vit y  
Y A P  a cti v ati o n  i s  d e p e n d e nt  o n  t h e  u p str e a m  ki n a s e s  of  t h e  Hi p p o  p at h w a y,  
L at s 1/ 2  a n d  M st 1/ 2.  I n  t h e  a b s e n c e  of  t h e s e  si g n al s,  t h e  Hi p p o  p at h w a y  i s  i n a cti v e,  
r e s ulti n g  i n  t h e  tr a n sl o c ati o n  of  Y A P  i nt o  t h e  n u cl e u s, w h er e  it  bi n d s  it s  tr a n s cri pti o n al 
a cti v at or  T E A D  1 - 4 a n d  eli cit s  g e n e  tr a n s cri pti o n.  H o w e v er,  a n  i n cr e a si n g  n u m b er  of  
alt er n ati v e  m e c h a ni s m s  l e a di n g  t o  t h e  a cti v ati o n  of  Y A P  h a v e  b e e n  d e s cri b e d,  s u c h  a s 
Gl u c o c orti c oi d,  E G F R  a n d  W nt  si g n alli n g  a n d  c a s p a s e - 31 4 2, 1 4 3, 1 7 6, 1 9 4 . T h e  v a s c ul ar  
e n d ot h eli al gr o wt h f a ct or r e c e pt or ( V E G F R) h a s b e e n d e s cri b e d a s a n e w  r e g ul at or of t h e 
HI P P O  p at h w a y.  A cti v ati o n  of  t h e  r e c e pt or  w a s  f o u n d  t o  i n hi bit  t h e  u p str e a m  ki n a s e s  
M S T a n d L A T S vi a PI 3 K/ M A P K si g n alli n g l e a di n g t o t h e a cti v ati o n of Y A P/ T A Z 1 9 5 . B a s e d  
o n  t hi s,  I  h y p ot h e si z e d  t h at  H G F -M et  si g n alli n g,  w hi c h  h a s  b e e n  r e p ort e d  t o  b e  
a s s o ci at e d wit h p o or p ati e nt o ut c o m e i n b a s al br e a st c a n c er mi g ht r e g ul at e Y A P a cti vit y 
i n  W nt-M et  t u m o ur s 1 3 6, 1 9 6 . Utili zi n g g e n eti c  m o d el s,  pr ot e o mi c  a n d  p h o s p h o -pr ot e o mi c 
a n d h u m a n c ell li n e s a p pr o a c h e s, I  s h o w e d t h at Y A P a n d  β -c at e ni n n u cl e ar l o c ali s ati o n 
a n d  a cti vit y  ar e  r e g ul at e d b y  t h e  r e c e pt or  t yr o si n e  ki n a s e  R T K M et.  I n  a d diti o n,  w e 
i d e ntifi e d t w o p h o s p h or ylati o n sit e s  S-4 6 a n d T -4 8  t h at m a y ai d Y A P n u cl e ar l o c ali s ati o n 
a n d a cti v ati o n. T h e c o nfir m ati o n t h at t h e s e sit e s ar e cr u ci al f or Y A P a cti v ati o n u p o n H G F 
sti m ul ati o n will n e e d f urt h er i n v e sti g ati o n b y sit e -dir e ct e d m ut a g e n e si s a n d a n al y si s of t h e 
r e s ulti n g Y A P  a cti vit y.  Alt h o u g h  t h e s e  d at a  s u p p ort  M et  r e g ul ati o n  of  Y A P  a cti vit y,  t h e  
e x a ct si g n alli n g m o d ul e r e m ai n s u n k n o w n. O n e w o ul d fir st h a v e t o g e n er at e a si g n alli n g 
n et w or k b a s e d o n t h e p h o s p h o pr ot e o mi c d at a i n W nt a n d W nt -M et m a m m ar y gl a n d s t o 
i d e ntif y  a p ot e nti al  d o w n str e a m  si g n alli n g  c a s c a d e  r e s p o n si bl e  f or  Y A P  a cti v ati o n.  
F oll o wi n g  t hi s,  o n e  c o ul d  u s e  v ari o u s  i n hi bit or s  of  t h e s e  p at h w a y s  t o  i d e ntif y  e s s e nti al  
c o m p o n e nt s of t h e c a s c a d e.  
O ur a n al y s e s  al s o  r e v e al e d t h at Y A P i s r e q uir e d f or H G F -M et -i n d u c e d a c q ui siti o n 
of  b a s al  c h ar a ct eri sti c s.  H G F -M et  si g n alli n g  h a s  b e e n  s h o w n  c o n v ert  l u mi n al  m a m m ar y  
gl a n d c ell s  i nt o  c ell s  wit h  b a s al  c h ar a ct eri sti c s  i n cl u di n g  t h e  i n d u cti o n  of  e pit h eli al -
m e s e n c h y m al tr a n siti o n ( E M T) 1 7 9, 1 9 6 . I h a v e s h o w n t h at W nt -M et t u m o ur s g e n er at e b a s al 
m a m m ar y  gl a n d  t u m o ur s,  w hi c h  ar e  p o siti v e  f or  t h e  b a s al  m ar k er s  c yt o k er ati n  1 4  a n d  
P 6 3 3 3, 3 4 .  U p o n  Y A P  a bl ati o n,  W nt-M et  a cti vit y  n o  l o n g er  pr o d u c e  c ell s  wit h  b a s al  
c h ar a ct eri sti c s;  t h e s e c ell s r e m ai n i n a l u mi n al st at e wit h str o n g e x pr e s si o n of t h e l u mi n al 
m ar k er c yt o k er ati n 8 a n d n o e x pr e s si o n of t h e b a s al m ar k er P 6 3. O v er all, I  i d e ntifi e d Y A P 
a s a r e g ul at or of tr a n s -diff er e nti ati o n i n t h e m a m m ar y gl a n d. T hi s s u g g e st s t h at n ot o nl y 
i n  t hi s  m o d el,  b ut  al s o  ot h er  m o d el s  of  b a s al  br e a st  c a n c er s  t h at  ori gi n at e  fr o m l u mi n al 
c ell s 1 5 6 ,  Y A P  m a y pl a y  a  m aj or  r ol e  i n  t hi s  tr a n s -diff er e nti ati o n  pr o c e s s.  It  w o ul d  b e  
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i nf or m ati v e  t o  c o n d u ct  g e n e  e x pr e s si o n  a n d  Y A P  c hi p-s e q  a n al y s e s  of  Y A P  at  diff er e nt  
st a g e s  of  t hi s  l u mi n al -b a s al  tr a n siti o n  t o  i d e ntif y  w h at  d o w n str e a m  r e g ul at or s  ar e  
r e s p o n si bl e f or t hi s s wit c h. I n t h e f ut ur e, i n hi biti n g Y A P i n t hi s c o nt e xt m a y a ct u all y i n d u c e 
b a s al t u m o ur  c ell s i nt o a m or e t ar g et a bl e l u mi n al st at e.  O v er all,  o ur d at a s h o w t h at i) t h e 
R T K M et i s r e s p o n si bl e f or t h e a cti v ati o n of Y A P a n d β -c at e ni n , ulti m at el y d e m o n str a ti n g 
w h y  t h e  c o o p er ati o n  of  H G F -M et  a n d  W nt -β -c at e ni n  si g n alli n g  g e n er at e s  str o n gl y  
a g gr e s si v e b a s al m a m m ar y gl a n d t u m o ur s i n mi c e a n d  t h at ii) t h e H G F-M et i n d u cti o n of 
b a s al -li k e c h ar a ct eri sti c s i s Y A P d e p e n d e nt.  
 
4. 2. Y A P i s r e q uir e d f or W nt-M et t u m o ur  i niti ati o n a n d 
m ai nt e n a n c e  
D er e g ul ati o n of Hi p p o si g n alli n g h a s b e e n d e s cri b e d i n n u m er o u s h u m a n  c a n c er s . 
S p or a di c  a n d  h er e dit ar y  m ut ati o n s  i n  N F 2  ( M erli n),  t h e  u p str e a m  r e g ul at or  of  M S T 1/ 2  
h a v e  b e e n  s h o w n  t o  pr o m ot e  t h e  d e v el o p m e nt  of  br ai n  t u m o ur s 1 9 7, 1 9 8 .  H o w e v er,  
m ut ati o n s  i n  t h e Hi p p o  p at h w a y  c o m p o n e nt s  ar e  u n c o m m o n  i n  m o st  c a n c er s ; 
n e v ert h el e s s t h e p at h w a y h a s b e e n f o u n d t o b e d y sr e g ul at e d i n t h e m aj orit y of c a n c er s 
r e s ulti n g  i n  t h e  o v er e x pr e s si o n  of  Y A P1 9 9 – 2 0 1 .  T hi s  i s  li k el y  attri b ut e d  t o  t h e  m ultit u d e of 
p at h w a y s t h at c a n f e e d i nt o a n d  r e g ul at e t h e Hi p p o p at h w a y, s u c h a s G P C R, m e c h a n o-
tr a n s d u cti o n a n d  W nt  si g n alli n g 1 4 2, 1 5 0, 2 0 2 . E pi g e n eti c s  a d d s  a n ot h er  p ot e nti al  l e v el  of  
r e g ul ati o n. Th e Hi p p o c o m p o n e nt s h a v e al s o b e e n f o u n d t o b e e pi g e n eti c all y sil e n c e d i n 
c a n c er 2 0 3, 2 0 4 .  Alt h o u g h  n ot  oft e n  m ut at e d,  t h e  f u n cti o n al i m p ort a n c e  of  Y A P  c a n n ot  b e  
i g n or e d.  I n  t h e  c a s e  of  n o n-s m all  c ell  l u n g  c ar ci n o m a,  p h ar m a c ol o gi c al  t ar g eti n g  of  t h e  
m ut at e d  E G F R r e c e pt or i n d u c e s a Y A P -dri v e n s e n e s c e n c e pr o gr a m m e ulti m at el y l e a di n g 
t o  r e si st a n c e  g e n er ati o n.  O nl y  a  c o m bi n ati o n  of  E G F R  a n d Y A P  i n hi biti o n  eff e cti v el y  
er a di c at e s t u m o ur c ell s, pr e v e nti n g r e si st a n c e g e n er ati o n 2 0 5 . T hi s i s a p erf e ct e x a m pl e of 
h o w i m p ort a nt t ar g eti n g n o n -m ut at e d b ut d y sr e g ul at e d p at h w a y s i s i n c a n c er t o pre v e nt 
r e si st a n c e g e n er ati o n a n d m et a st a si s.  
I n  s u p p ort  of  t h e  o n c o g e ni c  r ol e  of  Y A P,  st u di e s h a v e  f o u n d  t h at  p ati e nt s  wit h  
el e v at e d Y A P/ T A Z g e n e e x pr e s si o n si g n at ur e s str o n gl y c orr el at e wit h t h e e nri c h m e nt of 
st e m  c ell  g e n e  si g n at ur e s,  m et a st a si s  a n d  p o or  p ati e nt  o ut c o m e 1 6 2, 2 0 6, 2 0 7 . I n  c o ntr a st, a 
n u m b er of st u di e s h a v e f o u n d n o e vi d e n c e f or o n c o g e ni c Y A P a cti vit y i n br e a st c a n c er, 
s o m e e v e n i d e ntif yi n g Y A P a s a t u m o ur s u p pr e s s or g e n e i n br e a st c a n c er2 0 8 – 2 1 1 .  W or k s  
t h at h a v e  i m pli c at e d  Y A P  a s  a n  o n c o g e ni c  dri v er  i n  br e a st  c a n c er  h a v e b a s e d  t h eir  
fi n di n g s  o n h u m a n  br e a st  c a n c er  c ell  li n e s  a n d  t h e  n o n -n at ur al M M T V -P y M T  m o u s e 
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m o d el of m a m m ar y gl a n d c a n c er 1 5 3, 1 7 6, 1 9 3, 2 1 2 . Alt h o u g h t h e s e st u di e s h a v e l e d t o i m p ort a nt 
fi n di n g s,  t h e  u s e  of  c ell  li n e s  a n d  a n  artifi ci al  br e a st  c a n c er  m o d el  d o e s  n ot  a c c ur at el y  
r e c a pit ul at e t u m o ur s i n vi v o. T o a d dr e s s t hi s pitf all, I u s e d a g e n eti c m o u s e m o d el of W nt -
M et -dri v e n m a m m ar y gl a n d c a n c er t o i n v e sti g at e tr a n s cri pti o n al r e g ul at or s r e s p o n si bl e f or 
t u m o ur  i niti ati o n  a n d  m ai nt e n a n c e  i n  b a s al  br e a st  c a n c er3 3 .  I f o u n d  t h at  Y A P  w a s  
a cti v at e d  i n  W nt -M et  t u m o ur s,  pr o vi di n g  i n  vi v o  e vi d e n c e  f or  t h e  a cti v ati o n  of  Y A P  i n  
b a s al m a m m ar y gl a n d t u m o ur s.  C o n diti o n al k n o c k -o ut a n d p h ar m a c ol o gi c al i n hi biti o n of 
Y A P i n W nt -M et mi c e si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d t u m o ur l at e n c y hi g hli g hti n g t h e criti c al r ol e  of 
Y A P i n b a s al  br e a st t u m o ur i niti ati o n. Alt h o u g h t u m o ur f or m ati o n w a s d el a y e d u p o n Y A P 
a bl ati o n ,  t u m o ur s  di d  e v e nt u all y  d e v el o p  i n  Y A P  k n o c k o ut  mi c e.  H o w e v er,  t h e  t u m o ur  
c ell s  i n  t h e s e  t u m o ur s  w er e  p o siti v e  f or  Y A P  pr ot ei n  e x pr e s si o n  f urt h er s u p p orti n g  t h at 
Y A P  i s  r e q uir e d  f or  W nt -M et -dri v e n  t u m ori g e n e si s.  T h e s e  t u m o ur s  h a v e  li k el y  e s c a p e d  
r e c o m bi n ati o n d u e t o m o s ai c e x pr e s si o n of cr e- r e c o m bi n a s e. T hi s ‘ e s c a p e’ i s a c o m m o n 
p h e n o m e n o n  i n  c o n diti o n al  k n o c k -o ut  mi c e , w hi c h  w e  h a v e  pr e vi o u sl y  o b s er v e d  i n  a  
n u m b er of g e n eti c st u di e s 1 2 4, 2 1 3 . I f o u n d t h at re c o m bi n ati o n e s c a p e c o ul d b e o v er c o m e b y 
F A C S  of  Y F P +  c ell s  a n d  gr o wi n g  t h e m  a s  st e m  c ell -e nri c h e d  s p h er e s,  w hi c h  l e d  t o  a n 
i n hi biti o n i n e x p a n si o n of W nt-M et - Y A PK O  s p h er e s c o m p ar e d t o c o ntr ol s.  
Y A P  i s  n ot  o nl y  r e q uir e d  f or  t u m o ur  i niti ati o n  b ut  al s o  m ai nt e n a n c e.  C ult u r e  of  
W nt -M et st e m c ell -e nri c h e d s p h er e s tr e at e d wit h t h e Y A P i n hi bit or s V P a n d SI M i m p air e d 
b ot h  gr o wt h  a n d  pr olif er ati o n.  O v er all,  t h e s e  d at a  d e m o n str at e  t h at  Y A P  i s  e s s e nti al  f or  
b ot h  t u m o ur  i niti ati o n  a n d  t u m o ur  m ai nt e n a n c e  of  W nt -M et -dri v e n  m a m m ar y  gl a n d 
t u m o ur s.  
 
 
4. 3. Y A P r e g ul at e s c a n c er st e m c ell s i n b a s al br e a st 
c a n c er  
C a n c er  st e m  c ell s  ( C S C s)  ar e  r e s p o n si bl e  f or  m et a st a si s  a n d  t u m o ur  
r e o c c urr e n c e2 1 4 . D uri n g n or m al or g a n d e v el o p m e nt a n d c a n c er t h e HI P P O -Y A P p at h w a y 
c o ntr ol s diff er e nti ati o n a n d c ell f at e. I n e m br y o ni c st e m ( E S) c ell diff er e nti ati o n, Y A P h a s 
b e e n  s h o w n  t o  b e  i n a cti v at e d,  i n  c o ntr a st  Y A P  a cti vit y  w a s  f o u n d  t o  i n cr e a s e  d uri n g  
i n d u c e d pl uri p ot e nt st e m c ell (i P S C) g e n er ati o n, c o n si st e nt wit h t h e i d e a t h at Y A P i s a n 
i m p ort a nt m ol e c ul e i n m ai nt ai ni n g st e m n e s s1 6 7 .  
W nt -M et  a cti v ati o n  g e n e r at e s C D 2 4 hi  C D 4 9f hi  c a n c er -pr o p a g ati n g  c ell s 3 3 .  I n  t h e  
pr e s e nt  st u d y,  I  i niti all y fo u n d  t h at  Y A P  i s  a cti v e/ n u cl e ar i n t h e  C K 1 4-p o siti v e  b a s al  c ell 
c o m p art m e nt  of  W nt -M et  t u m o ur s.  I n  t h e  m a m m ar y  gl a n d, b ot h  m ulti p ot e nt  st e m  c ell s  
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a n d  C S C s  r e si d e  wit hi n  t h e  b a s al  p o p ul ati o n 1 8, 3 3 ,  I h y p ot h e si z e d  t h at  Y A P  a cti vit y  w a s  
l o c at e d  wit hi n  C S C s.  I i s ol at e d  t h e  C D 2 4hi  C D 4 9f hi  C S C s  of  W nt -M et  t u m o ur s  a n d  
c o nfir m e d  a n  u pr e g ul ati o n  of  Y A P  t ar g et  g e n e s.  C o n si d eri n g  t h e  r ol e  of  Y A P  i n  
t u m ori g e n e si s, or g a n  r e p air  a n d  r e g e n er ati o n,  it  i s  n ot  s ur pri si n g  t h at  Y A P  a cti vit y  i s  
h ei g ht e n e d  i n  t h e  C S C s  of  W nt -M et  t u m o ur s 1 9 4, 2 1 5 .  H o w e v er,  I n e e d e d  t o  c o nfir m  t h at 
Y A P  f u n cti o n all y  c o ntr ol s  t h e c a n c er  st e m  c ell  pr o p erti e s  of  t h e s e  c ell s . T o  t e st  t hi s,  I  
r e q uir e d a r o b u st b ut e a sil y m a ni p ul at e d s y st e m. I d e v el o p e d a n e x -vi v o  c ult ur e s y st e m 
t h at  e nri c h e s  f or  C S C s,  l o o s el y  b a s e d o n  pr e vi o u s  m et h o d s 1 7 1, 2 1 6 .  T h e s e  st e m  c ell-
e nri c h e d  c ult ur e  c o n diti o n s  r e a dil y  e x p a n d e d  C D 2 4 hi  C D 4 9f hi  C S C s  a n d  e x hi bit e d  hi g h  
Y A P a cti vit y pr o vi n g a s a n eff e cti v e m et h o d t o st u d y t h e f u n cti o n of Y A P i n t h e C S C s of 
W nt -M et  t u m o ur s.  U si n g  t h e s e  c ult ur e s,  I  s h o w e d  b y  b ot h  p h ar m a c ol o gi c al  a n d  g e n eti c  
m e a n s  t h at  Y A P  i s  e s s e nti al  f or  t h e  e x p a n si o n  of  C S C s  i n  W n t-M et  t u m o ur s.  
F urt h er m or e,  si R N A  k n o c k -d o w n  of  Y A P  i n  h u m a n  m a m m o s p h er e  c ult ur e s  si g nifi c a ntl y 
r e d u c e d  m a m m o s p h er e-f or mi n g  a bilit y.  B uil di n g  o n  t hi s  I f o u n d  t h at  g e n eti c  a bl ati o n  of  
Y A P  i n  W nt -M et  t u m o ur s  l e a d  t o  a  r e d u cti o n  i n  t h e  p er c e nt a g e  of  C D 2 4 hi  C D 4 9f hi  c ell s.  
O v er all, t h e s e d at a s h o w t h at Y A P i s e s s e nti al f or t h e g e n er ati o n of b a s al br e a st C S C s 
a n d m a y b e a r ati o n al t ar g et f or t h e d e v el o p m e nt of a nti -C S C t h er a p y.  
 
4 . 4. C o m pl e x c o -o p er ati o n of Y A P a n d W nt  
W nt  a n d Hi p p o si g n alli n g ar e g e n er all y ti g htl y i nt ert wi n e d. F or e x a m pl e, i n t h e li v er 
of  mi c e  c o -a cti v ati o n  of  β -c at e ni n  a n d  Y A P  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  l e a d  t o  t h e  r a pi d  
g e n er ati o n of h e p at o c ell ul ar c ar ci n o m a 2 1 7 . I n c o ntr a st, i n hi biti o n of β-c at e ni n or Y A P l e a d s  
t o  a  d e cr e a s e  i n  c ell  pr olif er ati o n,  s u g g e sti n g  t h at  i n  t h e s e c ell s  t h e  t w o  p at h w a y s  
c o o p er at e  t o  dri v e  t u m ori g e n e si s.  Y A P/ T A Z  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  e s s e nti al  f or  t h e  
d e v el o p m e nt of b ot h li v er, c ol o n a n d p a n cr e ati c t u m o ur s 2 1 8 – 2 2 0 . A z oli n et al.1 4 2  d e s cri b e a 
m e c h a ni s m w h er e b y t h e a b s e n c e of W nt si g n al s r e s ult i n Y A P/ T A Z s e q u e str ati o n i n t h e 
c yt o pl a s m b y t h e β -c at e ni n d e str u cti o n c o m pl e x c o m pri s e d of A P C, A xi n a n d G S K 3. T h e y 
ar g u e  t h at  k n o c k -o ut  of  Y A P/ T A Z  i n  e m br y o ni c  st e m  c ell s  l e a d s  t o  t h e  a cti v ati o n  of  β -
c at e ni n a cti vit y a n d t h er ef or e c o m p e n s at e s f or l o s s of W nt si g n alli n g. I n c o ntr a st t o t h e s e 
d at a, I  f o u n d t h at g e n eti c k n o c k-o ut of Y A P c o ntr ol s β - cat e ni n a cti vit y at t w o l e v el s: i) i n 
t h e n u cl e u s t hr o u g h c o-bi n di n g t h e r e g ul at or y r e gi o n s of β -c at e ni n t ar g et g e n e s s u c h a s 
A xi n 2,  a n d  ii)  b y  r e g ul ati n g  β -c at e ni n  n u cl e ar  tr a n sl o c ati o n,  s h o wi n g  t h at  b a s al  br e a st  
c a n c er s  r e q uir e  Y A P  f or  n u cl e ar  β -c at e ni n a cti vit y. It i s li k el y t h at t hi s m a st er r e g ul at or y 
c o ntr ol b y Y A P i s c o nt e xt - a n d ti s s u e -d e p e n d e nt.  
Di s c u s si o n  
 
5 4  
 
It  i s  cl e ar  t h at  t h e  i nt er a cti o n  b et w e e n  Y A P  a n d  β -c at e ni n  i s  m or e  c o m pl e x t h a n  
m e et s  t h e  e y e.  I  s o u g ht  t o  f urt h er  t w e e z e  o ut  t h e s e  p at h w a y s  b y  tr e ati n g  st e m  c ell -
e nri c h e d  s p h er e s  wit h  t h e  β -c at e ni n -C B P  i nt er a cti o n  i n hi bit or,  I C G -0 0 1 1 8 0 .  I f o u n d  t h at  
I C G-0 0 1  tr e at m e nt  r e d u c e s  c ell  vi a bilit y  a n d  t h e  s elf -re n e w al  of  st e m  c ell -e nri c h e d 
s p h er e s.  G e n e  e x pr e s si o n  a n al y si s  r e v e al e d  t h at  I C G -0 0 1  tr e at m e nt  i n d u c e s  a  
s e n e s c e n c e -li k e tr a n s cri pti o n pr o gr a m m e m ar k e d b y a d e cr e a s e i n t h e e x pr e s si o n of c ell 
c y cl e g e n e s a n d a n i n cr e a s e i n s e n e s c e n c e -c o ntr olli n g  g e n e s , s u g g e sti n g t h at I C G -0 0 1 -
tr e at m e nt  f or c e s  st e m  c ell-e nri c h e d  c ell s  i nt o  a  st at e  of  d or m a n c y . T h e s e  f or m a nt  c ell s  
c o ul d  e v e nt u all y e nt er  o ut  of  t hi s  st at e  l e a di n g  t o  r el a p s e.  Stri ki n gl y,  I  f o u n d  t h at t hi s 
s e n e s c e nt  st at e  c orr el at e d  wit h  a  str o n g  i n cr e a s e  i n  Y A P  a cti vit y .  Fr o m  t h e s e  d at a ,  I 
s p e c ul at e d  t h at  i n cr e a s e d  Y A P  a cti vit y  w a s  r e s p o n si bl e  f or  t h e  s ur vi v al  of  I C G -0 0 1 -
tr e at e d  C S C s.  I f urt h er  f o u n d  t h at  d u al  i n hi biti o n  of  b ot h  Y A P  a n d  β-c at e ni n  dr a sti c all y  
d e cr e a s e d t h e s elf -r e n e w al a biliti e s of W nt-M et C S C s, c o nfir mi n g t h at Y A P a cti vit y c o ul d 
l e a d  t o  I C G-0 0 1  r e si st a n c e  b y  e n a bli n g  c ell s t o  e nt er  i nt o  a  Y A P-dri v e n  s e n e s c e n c e  
pr o gr a m m e. A si mil ar p h e n o m e n o n h a s b e e n d e s cri b e d f or E G F R -m ut a nt n o n -s m all c ell 
l u n g  c ar ci n o m a.  It  w a s  f o u n d  t h at  u p o n  tar g et e d  tr e at m e nt  of  t h e s e  t u m o ur s,  a  s m all  
pr o p orti o n  of  c ell s  s ur vi v e  b y  e nt eri n g  i nt o  a  s e n e s c e n c e -dri v e n  d or m a n c y  st at e  t h at  i s  
dri v e n  b y  t h e  Y A P/ T E A D  tr a n s cri pti o n  pr o gr a m m e.  F urt h er m or e,  c o m bi n e d  i n hi biti o n  of  
E G F R a n d Y A P a cti vit y r e d u c e d d or m a n c y a n d c e ll s ur vi v al b y i n cre a si n g E G F Ri -dir e ct e d 
a p o pt o si s.  T h e s e  d at a  hi g hli g ht  t h e  r ol e  of  Y A P  i n  r e si st a n c e  g e n er ati o n  t o  t ar g et e d  
t h er a pi e s. T ar g eti n g Y A P i n c o m bi n ati o n wit h ot h er t ar g et e d t h er a pi e s, e. g. W nt-dir e ct e d 
t h er a pi e s  ma y  pr e v e nt  r e si st a n c e  g e n er ati o n,  mi ni m al  r e si d u al  di s e a s e  a n d  t u m o ur  r e -
o c c urr e n c e i n br e a st c a n c er.  
 
4. 5. Y A P i n h u m a n b a s al -li k e br e a st c a n c er 
Y A P' s  r el e v a n c e  i n  br e a st  c a n c er  i s  c urr e ntl y  u n d er  di s p ut e.  Y A P  w a s  r e c e ntl y  
s h o w n  t o  b e  i n a cti v e  a n d  e v e n  d o w nr e g ul at e d  i n  d u ct al  c ar ci n o m a  i n  sit u  ( D CI S) 1 5 5 .  I n  
a d diti o n,  br e a st  c a n c er p ati e nt s  di s pl a yi n g  hi g h  Y A P  a cti vit y a p p e ar e d  t o  h a v e  a  hi g h er  
o v er all  p o siti v e  pr o g n o si s,  l e a di n g  t o  t h e  b eli ef  t h at  Y A P  mi g ht  a ct  a s  a  t u m o ur  
s u p pr e s s or  i n  br e a st  c a n c er 1 5 4, 2 2 1 .  I n  t hi s  s c e n ari o,  k e e pi n g  Y A P  a cti vit y  u n d er  ti g ht  
c o ntr ol  i s  t h o u g ht  t o  h el p  t u m o ur  c ell s  e s c a p e  i m m u n o s ur v eill a n c e 2 2 2 .  H o w e v er,  ot h er  
o n c o g e ni c  tr a n s cri pti o n al  s y st e m s  ar e  e q u all y  li k el y  t o  sti m ul at e  a  str o n g  i m m u n e  
r e s p o n s e i n t h e h o st2 2 3, 2 2 4 . T h e s e st u di e s di d n ot i n v e sti g at e t h e f u n cti o n al r ol e of Y A P i n 
a  c o nt e xt -d e p e n d e nt  m a n n er  s u c h  a s  i n br e a st  c a n c er  or  i n t u m o ur  c ell  s u bt y p e s.  O ur  
st u d y a d dr e s s e s t h e s e i s s u e s b y u si n g g e n eti c, si R N A a n d p h ar m a c ol o gi c al i nt erf er e n c e 
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wit h Y A P i n b a s al br e a st c a n c er t o d e m o n str at e it s f u n cti o n s p e cifi c all y i n  C S C s. I n b a s al 
br e a st  c a n c er,  I  s h o w  t h at  Y A P’ s  g e n eti c  a bl ati o n  str o n gl y  d el a y e d  W nt -M et -dri v e n 
t u m ori g e n e si s.  S e gr e g ati o n  of  l u mi n al  ( E R +,  P R +)  br e a st  c a n c er  p atie nt s  a n d  b a s al,  
tri pl e-n e g ati v e  p ati e nt s  r e v e al e d  t h at  Y A P  e x pr e s si o n  c orr el at e d  wit h  p ati e nt  s ur vi v al  i n  
o p p o si n g  w a y s.  Hi g h  Y A P  a cti vit y  w a s  a s s o ci at e d  wit h  pr ol o n g e d  s ur vi v al  i n  l u mi n al  
br e a st  c a n c er  p ati e nt s,  b ut  d e cr e a s e d  s ur vi v al  i n  b a s al/tri pl e -n e g a ti v e  p ati e nt s.  T h u s,  
Y A P  a p p e ar s  t o  f u n cti o n  a s  a n  o n c o g e n e  i n  s o m e  c a n c er  s u bt y p e s  a n d  a  t u m o ur  
s u p pr e s s or  g e n e  i n  ot h er s.  F urt h er  st u di e s  will  b e  r e q uir e d  t o  u n d er st a n d  w h at  
m e c h a ni s m s ar e r e s p o n si bl e f or t h e c o nt e xt -d e p e n d e nt f u n cti o n of Y A P a n d w h et h er  it s 
i n hi biti o n i n br e a st c a n c er h a s c o n v er s e t h er a p e uti c b e n efit s i n b a s al a n d l u mi n al br e a st 
c a n c er s.  
I n c o n cl u si o n, o ur d at a d e m o n str at e t h at Y A P i s e s s e nti al f or t h e c o-o p er ati o n of 
W nt a n d R T K M et  si g n alli n g i n i niti ati n g a n d m ai nt ai ni n g b a s al m a m m ar y  gl a n d t u m o ur s. I 
d e m o n str at e  t h at  M et  si g n alli n g  c o ntr ol s  t h e  d e -diff er e nti ati o n  of  l u mi n al  t o  b a s al  
m a m m ar y  gl a n d  c ell s  t hr o u g h  t h e d o w n str e a m  a cti v ati o n  of  Y A P.  F urt h er m or e,  I  s h o w 
t h at Y A P i s hi g hl y e x pr e s s e d i n t h e C S C s of W nt -M et mi c e a n d pr o m ot e s t h e ir e x p a n si o n, 
p artl y  b y  r e g ul ati n g  t h e  a cti vit y  of  β -c at e ni n. I c o nfir m e d  el e v at e d  Y A P  a cti vit y  i n  
m a m m o s p h er e s of h u m a n b a s al br e a st c a n c er c ell li n e s, i n t u m o ur s fr o m h u m a n p ati e nt s 
wit h b a s al br e a st c a n c er, a n d i n P D X m o d el s of b a s al br e a st c a n c er  a n d c o ntr a st e d t h e s e 
fi n di n g s t o  t h e  l u mi n al st a g e s. O ur  d at a  hi g hli g ht  t h e  i m p ort a n c e  of  Y A P  a s  a  cr u ci al  
t u m o ur i niti at or a n d C S C r e g ul at or i n b a s al br e a st c a n c er a n d d e m o n str at e t h at it s a cti vit y 
h a s  pr o g n o sti c v al u e w h e n c o m p ari n g b a s al wit h  l u mi n al br e a st c a n c er s. T hi s s u g g e st s 
t h at  t ar g eti n g  Y A P  t hr o u g h  s p e cifi c  n e w  dr u g s i s  a p ot e nti al  t h er a p e uti c  a v e n u e  f or  
tr e ati n g b a s al br e a st c a n c er s  i n t h e f ut ur e. 
 
4 . 6. Y A P a s a r ati o n al dr u g t ar g et f or b a s al br e a st c a n c er  
W nt -M et  t u m o ur s  e x hi bit  b a s al  c h ar a ct eri sti c s,  i. e.  hi g h  l e v el s  of  b a s al  m ar k er s  
K 5, K 1 4 a n d s m o ot h m u s cl e a cti n; w h er e a s l u mi n al c ell m ar k er s K 8 a n d K 1 8 w er e l o w 3 3 . 
G e n e  e x pr e s si o n  a n al y si s  s h o w e d  t h at  W nt-M et  m ut a nt  t u m o ur s  gr o u p e d  cl o s el y  wit h  
B R C A 1 +/ -;  p 5 3 +/- b a s al (tri pl e -n e g ati v e) b ut n ot  wit h l u mi n al  br e a st c a n c er s 3 3, 2 2 5 . I n  t h e 
f or m er t u m o ur s, M et c o ntr ol s t h e diff er e nti ati o n st at e of W nt -M et t u m o ur c ell s, w hil e W nt -
β -c at e ni n c o ntr ol s t h e st e m c ell pr o p ert y of s elf -r e n e w al3 3 . I f o u nd t h at H G F -M et a n d W nt -
β -c at e ni n  si g n alli n g  c o n v er g e  i nt o  Y A P  si g n alli n g,  t h e  m a st er  r e g ul at or  of  b ot h  
diff er e nti ati o n a n d s elf -r e n e w al pr o c e s s e s. B a s e d o n t h e s e d at a, Y A P i s a cl e ar r ati o n al 
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t ar g et f or t h er a pi e s a g ai n st b a s al br e a st c a n c er s t h at fr e q u e ntl y s h o w  h y p er -a cti v ati o n of 
b ot h R T K a n d W nt -β -c at e ni n si g n alli n g 1 0 7, 1 3 6 . 
 U nf ort u n at el y,  c urr e ntl y  a v ail a bl e  i n hi bit or s  a g ai n st  Y A P  a cti vit y  ar e  n o n-
s p e cifi c  wit h  a  n u m b er  of  off -t ar g et  eff e ct s  r e s ulti n g  i n  t o xi cit y2 2 6 .  B a s e d  o n  t h e  
r e m ar k a bl e o n c o g e ni c r ol e of Y A P, b ot h a c a d e mi c a n d p h ar m a c e uti c al r e s e ar c h gr o u p s 
ar e  r a ci n g  t o  fi n d  s p e cifi c  i n hi bit or s of  it s  tr a n s cri pti o n  a cti vit y.  D u e  t o  t h e  c o m pl e xit y  of  
Y A P r e g ul ati o n b y u p str e a m si g n al s, t h e m o st pr o mi si n g t ar g et f or t h er a p e uti c dr u g s ar e 
i n hi bit ors of Y A P/ T E A D i nt er a cti o n. A ut o -p al mit o yl ati o n i s e s s e nti al f or T E A D st a bilit y a n d 
tr a n s cri pti o n a cti vit y2 2 7, 2 2 8 . R e c e ntl y, M Y F -0 1 -3 7 a n d C P -1, t w o  i n hi bit or s of T E A D a ut o - 
p al mit o yl ati o n w er e  i d e ntifi e d  a n d  f o u n d  t o  eff e cti v el y  bl o c k  T E A D-d e p e n d e nt 
tr a n s cri pti o n  b ot h  i n  vitr o a n d i n  vi v o2 0 5, 2 2 9 . T h e s e  i n hi bit or s  r e q uir e  f urt h er  t e sti n g  
r e g ar di n g  t h eir  s p e cifi cit y  a n d  t o xi cit y,  h o w e v er  t h e y  ar e  c urr e ntl y  t h e  m o st  pr o mi si n g  
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5. O U T L O O K  
Y e s- a s s o ci at e d  pr ot ei n  ( Y A P)  i s  t h e  d o w n str e a m  eff e ct or  of  t h e  Hi p p o  p at h w a y,  
oft e n  f o u n d  d y sr e g ul at e d  i n  m a n y  c a n c er s.  Y et,  t h e  f u n cti o n  a n d  r e g ul ati o n  of  Y A P  i n  
m o st  d e a dl y  b a s al  br e a st  c a n c er s,  f or  w hi c h  n o  r ati o n al  t h er a pi e s e xi st s,  r e m ai n e d  
u n cl e ar  u ntil  n o w.  T o  a d dr e s s  t hi s  q u e sti o n,   I utili z e d  a  m o u s e  m o d el  of  b a s al  br e a st  
c a n c er dri v e n b y a cti v ati o n of b ot h W nt -β -c at e ni n a n d r e c e pt or t yr o si n e ki n a s e si g n alli n g . 
I n  t hi s  m o d el,  W nt-β -c at e ni n  c o ntr ol s  t h e  s elf -r e n e w al  of  c ell s,  w hil e  R T K  si g n alli n g  
r e g ul at e s  t h eir  diff er e nti ati o n.  U si n g  t hi s  m o d el,  pr ot e o mi c  a n al y si s  i d e ntifi e d  a n  
u pr e g ul ati o n of t h e Y A P si g n at ur e i n r e s p o n s e t o R T K -M et si g n alli n g. I  s h o w t h at g e n eti c, 
si R N A  a n d  p h ar m a c ol o gi c al  i n hi biti o n  o f  Y A P  i n  W nt-R T K -dri v e n  m a m m ar y  gl a n d  
t u m o ur s  d el a y s  t u m o ur  i niti ati o n  a n d  t h e  diff er enti ati o n  st at u s.  I m p ort a ntl y,  I  fi n d  hi g h  
e x pr e s si o n  of  Y A P  i n  t u m o ur -i niti ati n g  ( c a n c er  st e m)  c ell s  i n  vi v o a n d e x  vi v o  t h at  i s  
e s s e nti al  f or  c a n c er  st e m  c ell  e x p a n si o n.  M e c h a ni sti c all y,  I  s h o w  t h at  t hi s  p h e n ot y p e  i s  
d u e  t o  t h e  r e q uir e m e nt  of  Y A P  f or  effi ci e nt  W nt -β -c at e ni n  tr a n s cri pti o n  a cti v it y.  I n  t h e  
a b s e n c e of Y A P, W nt -β -c at e ni n i s n o l o n g er a bl e t o pr o m ot e t h e s elf -r e n e wi n g pr o p ert y of 
c a n c er st e m c ell s. I  c o nfir m e d  el e v at e d Y A P a cti vit y i n m a m m o s p h er e s of h u m a n b a s al 
br e a st c a n c er c ell li n e s, i n t u m o ur s fr o m h u m a n p ati e nt s wit h b a s al br e a st c a n c er, a n d i n 
P D X m o d el s of b a s al br e a st c a n c er , a n d I c o ntr a st e d t h e s e fi n di n g s t o l u mi n al t u m o ur s. 
Of f urt h er cli ni c al r el e v a n c e, u si n g pr ot e o mi c d at a w e c o nfir m t h e u pr e g ul ati o n of t h e Y A P 
si g n at ur e i n b a s al br e a st c a n c er p ati e nt s, c o m p ar e d t o all ot h er br e a st c a n c er s u bt y p e s, 
a n d  i d e ntifi e d  o p p o si n g  s ur vi v al  r at e s  of  b a s al  a n d  l u mi n al  br e a st  c a n c er  p ati e nt s  wit h  
hi g h Y A P e x pr e s si o n. T h e s e d at a s u b st a nti at e t h e cli ni c al r el e v a n c e of o ur fi n di n g s fr o m 
t h e m o u s e m o d el. 
O ur d at a hi g hli g ht t h e i m p ort a n c e of Y A P a s a cr u ci al t u m o ur i niti at or a n d c a n c er 
st e m  c ell  r e g ul at or  i n  b a s al  br e a st  c a n c er  a n d  d e m o n str at e s  t h at  it s  a cti vit y  h a s  
pr o g n o sti c v al u e , w h e n c o m p ari n g b a s al wit h l u mi n al br e a st c a n c er s. T hi s s u g g e st s t h at 
t ar g eti n g  Y A P  t hr o u g h  s p e cifi c  n e w  dr u g s,  w hi c h  r e s e ar c h er s  i n  a c a d e mi a  a n d  i n d u str y  
ar e  pr e s e ntl y  d e v el o pi n g,  i s  a  p ot e nti al  t h er a p e uti c  a v e n u e  f or  tr e ati n g  b a s al  br e a st 




























M at eri al s a n d M et h o d s  
 
5 9  
 
6 . M at eri al s a n d M et h o d s 
6. 1 . M o u s e  Str ai n s  
All  a ni m al   e xp er im e n t s  w er e  c on d u ct e d i n  ac c o r da n c e  wit h   E uro p e a n, N at i o nal  
a n d  M D C  r eg u l ati o ns.   W nt-M et  mi c e  wer e pr e v i o u sl y  de s c ri be d  (2 4). Y a p 1t m 1. 1 D u p a/ J 
fl o x  mi c e  w er e  p ur c h a s e d  fr o m  J a c k s o n  L a b or at ori e s  ( St o c k  N o:  0 2 7 9 2 9).   A ni m al 
e x p eri m e nt s  w er e  a p pr o v e d  b y  t h e  et hi c al  b o ar d  L a n d e s a mt  f ür  G e s u n d h eit  u n d  
S o zi al e s ( L a G e S o), B erli n. Mi c e w er e i n d u c e d vi a pr e g n a n c y b et w e e n 8 -1 2 w e e k s ol d. 
T u m o ur s w er e h ar v e st e d b et w e e n 1 a n d 2 w e e k s p o st -p art u m a n d r e a c h e d a m a xi m u m 
si z e of 1 c m 3 .  
F or g e n ot y pi n g, e ar bi o p si e s w er e di g e st e d i n l y si s b uff er ( 1 0 0 m M Tri s p H 8. 0 – 
8. 5, 1 0 m M E D T A p H 8. 0, 0. 2 % S D S a n d 2 0 0 m M N a Cl) wit h 1: 3 0 1 0 m g/ ml Pr ot ei n a s e K 
( R o c h e, C at. # 0 3 1 1 5 8 7 9 0 0 1). L y s at e s w er e t h e n dil ut e d 1: 2 0 i n n u cl e a s e -fr e e w at er 
a n d  P C R  w a s  c arri e d  o ut  u si n g  T a q  D N A  p ol y m er a s e  (I n vitr o g e n) . T h e  f oll o wi n g  
pr i m er s w er e u s e d f or g e n ot y pi n g: 
 
T a bl e 6. 1: Li st of G e n ot y pi n g pri m er s   
T ar g et  S e q u e n c e  
W a pi Cr e F’  5’ G A A A A G C A C C A G G A G A A G T C A C 3’  
W a pi Cr e R’  5’ G A C A C A G C A T T G G A G T C A G A A G 3’  
W a p -H G F F’  5 ’ G A C A T G C T G C A G C A A C A G G 3’ 
W a p -H G F R’  5’ C A T C C C A G A C A C T C A G A C A G 3’  
β -c at G O F  F’  5’ A G A  A T C A C G G T G A C C T G G G T T A A A 3’   
β -c at G O F  R’  5’ C A T T C A T A A A G G A C T T G G G A G G T G T 3’  
R 2 6 -st o p -E Y F P 1  5’ G G C G A C T T C C A G T T C A A C A T C 3’  
R 2 6 -st o p -E Y F P 2  5’ A A A G T C G C T C T G A G T T G T T A T 3’  
R 2 6 -st o p -E Y F P 3  5’ G C G A A G A G T T T G T C C T C A A C C 3’  
Y A P fl o x 1  5’ C C A T T T G T C C T C A T C T C T T A C T A A C 3’  
Y A P fl o x 2  5’ G A T T G G G C A C T G T C A A T T A A T G G G C T T 3’  
Y A P fl o x 3  5’ C A G T C T G T A A C A A C C A G T C A G G G A T A C 3’  
 
6 . 2. I s ol ati o n of Ma m m a r y C el l s 
T u m o ur s  w er e  mi n c e d  a n d  di g e st e d  i n  D M E M/F 1 2  H A M   (In v itr o ge n)  
s u p p l em e nt e d wit h   5 % F B S (I n vitr o g en) ,  5µ g/ ml  i n s ul i n  ( Sig m a -Al d ri c h), 0. 5 µ g/ ml 
h y dr o c orti s o n e 
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( Si gm a Al dr i ch), 1 0 n g/ ml   EG F   ( Si g m a- Aldr i ch)  ( di g e sti o n  m e di u m )  c o nt ai n i n g 3 0 0 
U/ m l C oll a g e n a s e t y p e  III ( W ort hi ngt o n),   10 0 U/ ml  H y al ur o n id a s e   ( Wort hi n gt o n)   a n d 
2 0 μ g/ ml Li b e r a s e T M ( Si g m a ) at 3 7 ° C   for  1. 5   h o ur s  s h a kin g.  R e s ult i ng or g a n o i d s 
w e r e  r e s u s p e nd e d i n 0. 2 5 %  try p si n- E D T A   (I n vitr o ge n) at  3 7 ° C   f or  1  min ut e   a n d 
f u r t h e r d i s s o ci at e d  i n di g e sti o n m e d i u m c o nt ai n i n g 2 m g/ m l Dis p a s e ( I n vitr o g e n) a n d 
0. 1  m g/ m l D N as e I ( Wort hi n gt o n)  at  3 7 ° C  f or 4 5  mi n ut e s  sh a ki n g.  S a m p l e s  w er e filt er ed 
wit h  4 0 µ m  c ell str ai n er s ( BD Bi o s ci e n c e s)  a n d  i n cu b at e d wi t h 0. 8 %  N H 4 Cl   sol u ti o n  on 
i c e f or 3 mi n ut e s  ( R B C  l y si s).  L y si s  w a s  st o p p e d  b y  w a s hi n g  i n  3 0 ml  D P B S  w/ o  C a 2 +,  
M g 2 + ( Gi b c o,  C at.  # 1 4 1 9 0 1 6 9).  R e s ulti n g  p ell et  w a s  u s e d f or  d o w n str e a m  a p pli c ati o n s  
o utli n e d b el o w.  
 
6 . 3. Or g a n ot y pi c St e m  c ell -e nri c h e d 3 D C ult ur e s  
Si n gl e   cell s  fr o m  di g e st e d  m a m m ar y  gl a n d s  w er e  r e s u s p e n d e d  a n d  pl at e d  o n 
C oll a g e n  I  c o at e d  pl at e s  ( 5 0 μ g/ ml)  i n st e m  c ell -e nri c hi n g  m e di u m  M E B M ( L o n z a  C at.  
# C C -3 1 5 1) , s u p p le m e nt e d   wit h  2 %  B 2 7  (I n vitro g e n , C at. # 1 7 5 0 4 0 4 4 ), 2 0 n g/ ml  b F G F 
(I n vitr o g en ,  C at.  # 1 3 2 5 6 0 2 9 ),  2 0 n g/ ml  E G F  ( Si g m a,  C at.  # S R P 3 1 9 6-5 0 0 μ g) ,  4 μ g /ml  
h e p ari n  ( Si g m a,  C at.  #  H 3 1 4 9 ),  5  µg/ ml   i n s uli n ( Si g m a,  C at.  #I 0 5 1 6-5 ml) , 0. 5 µ g/ ml  
h y d ro c orti s o n e  ( Si g m a,  C at.  # H 0 8 8 8-1 G)  a n d  1 X  G e nt a mi ci n  ( Si g m a,  C at.  #  G 1 3 9 7 -
1 0 0 M L )  f or 1 6 -1 8 h o ur s . C ell s w er e w a s h e d X 2 wit h D P B S, w a s h e d wit h 0. 2 5 % tr y p si n -
E D T A  f or  3 0  s e c o n d s  a n d  t h e n  i n c u b at e d  wit h  0. 2 5 %  tr y p si n -E D T A  at  3 7 ° C  f or  5 -7 
mi n ut e s  u ntil c ell s d et a c h e d. Tr y p si n w a s i n a cti v at e d wit h D M E M/ F 1 2 s u p pl e m e nt e d wit h 
1 0 %  F B S ,  1 %  H E P E S a n d  1 %  P e n/ Str e p.  C ell s  w er e  t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  st e m  c ell -
e nri c hi n g  m e di u m  a n d  c o u nt e d.  C ell s  w er e  s e e d e d  i n  2 5 μl  dr o pl et s  c o nt ai ni n g  5 0 % 
r e d u c e d gr o wt h f a ct or M atri g el at a d e n sit y of 1 0 0 c ell s/ μl.  Pl at e d  w er e  c ar ef ull y  fli p p e d 
a n d M atri g el w a s l et s oli dif y at 3 7 ° C f or 4 5 mi n ut e s - 1 h o ur. 0. 5 ml of st e m m e di u m w a s  
a d d e d  p er  w ell  of  2 4 -w ell  pl at e  c o nt ai ni n g  a  2 5 μl  dr o pl et.  M e di u m  w a s  c h a n g e d  e v er y 
s e c o n d d a y.  F or s e c o n d ar y s p h er e f or m ati o n, s p h er e s w er e di s s o ci at e d f or 1 0  mi n ut e s  i n 
0. 2 5 % tr y p si n -E D T A, c el l s w er e t h e n filt er e d u si n g 0. 4 5 μ m filt er s. Si n gl e c ell s u s p e n si o n s 
w er e t h e n r e s e e d e d a s d e s cri b e d f or pri m ar y c ell s.  
 
6 . 4. Fl u or e s c e n c e -a cti v at e d c ell s orti n g ( F A C S ) 
Si n gl e  c ell  s u s p e n si o n s  fr o m  di s s o ci at e d  t u m o ur s  w er e  r e s u s p e n d e d  at  
1 0, 0 0 0 c ell s/ μl  a n d  i n c u b at e d  wit h  c o nj u g at e d  pri m ar y  a nti b o di e s  at  4 ° C  f or  1 5 mi n ut e s. 
C ell s  w er e  t h e n  w a s h e d  X 3  i n  D P B S  a n d  fi n all y  i n c u b at e d  wit h  7 A A D  ( 5 μl/ 1 06 c ell s)  at 
r o o m  t e m p er at ur e  f or  5 mi n ut e s  t o  st ai n  d e a d/ d yi n g  c ell s.  C ell s  w er e  s ort e d  u si n g  t h e  
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F A C S Ari a  II  or  I II  ( B D  Bi o s ci e n c e s)  or  a n al y s e d  u si n g  L S R F ort e s s a  ( B D  Bi o s ci e n c e s).  
C o m p e n s ati o n f or w a s c arri e d o ut f or e v er y F A C S e x p eri m e nt. D at a w er e a n al y s e d  u si n g 
F L o w J o A n al y si s S oft w ar e .  
 
T a bl e 6. 2 : Li st of F A C S r e a g e nt s     
A nti g e n  M a n uf a ct ur er 
a n d C at al o g u e #  
 Dil uti o n  
P E R at A nti -H u m a n C D 4 9f  B D Bi o s ci e n c e s  
# 5 5 5 7 3 6  
 1: 5 0  
A P C R at A nti -M o u s e C D 2 4  B D Bi o s ci e n c e s  
# 5 6 2 3 4 9  
 1: 2 5 0  
7 -A A D Vi a bilit y D y e  Bi ol e g e n d 
# 2 0 4 0 4  
 5 µl/ 1 0 6  c ell s  
A b C T ot al C o m p e n s ati o n B e a d kit  Lif e 
T e c h n ol o gi e s 
A 1 0 4 9 7  
 N/ A  
 
 
6 . 5. Hi st ol o g y a n d  I m m u n o st ai ni n g 
M a m m ar y gl a n d s w er e fi x e d o v er ni g ht at 4 ° C i n 4 % f or m al d e h y d e ( R ot h). Gl a n d s 
w er e  t h e n  d e h y dr at e d  a n d  e m b e d d e d  i n  p ar affi n.  F or  st ai ni n g,  ti s s u e  s e cti o n s  w er e  d e -
p ar affi ni z e d,  r e h y dr at e d  a n d  st ai n e d  wit h  H e m at o x yli n  a n d  E o si n,  d e h y dr at e d  a n d 
m o u nt e d.  I m a g e s  w er e  a c q uir e d  wit h  a  bri g ht -fi el d  Z ei s s  mi cr o s c o p e.  F or  
i m m u n o st ai ni n g,  a nti g e n-r etri e v al  w a s  c o n d u ct e d  o n  p ar affi n-e m b e d d e d  s e cti o n s  b y  
b oili n g  s e cti o n s  i n  Tri s -E D T A  b uff er  ( 1 0 m m ol/ L  Tri s,  1 m m ol/ L  E D T A,  p H  9. 0)  f or  2 0  
mi n ut e s. Cr y o s e cti o n s w er e i n c u b at e d f or 5  mi n ut e s  at r o o m t e m p er at ur e a n d t h e n fi x e d 
wit h  4 %  m et h a n ol -fr e e  p ar af or m al d e h y d e  f or  1 5 mi nut e s.  A d h er e nt  c ell s  w er e  fi x e d  wit h  
4 %  m et h a n ol -fr e e  p ar af or m al d e h y d e  f or  1 5 mi n ut e s.  St e m  c ell -e nri c h e d  s p h er e s  w er e  
c oll e ct e d,  c e ntrif u g e d  a n d  t h e n  fi x e d  i n  4 %  f or m al d e h y d e  b ef or e  b ei n g  d e h y dr at e d  a n d  
p ar affi n e m b e d d e d. All s a m pl e s w er e bl o c k e d wit h 1 0 % h or s e s er u m f or 1 h o ur  at r o o m 
t e m p er at ur e  pri or  t o  b ei n g  i n c u b at e d  o v er ni g ht  wit h  pri m ar y  a nti b o di e s at  4 ° C ( S e e 
s u p pl e m e nt ar y  t a bl e  f or  a nti b o d y  li st).  F or  fl u or e s c e nt  st ai ni n g  s a m pl e s  w er e  i n c u b at e d  
wit h  s e c o n d ar y  a nti b o di e s  a n d  D A PI  f or  1  h o ur  at  r o o m  t e m p er at ur e  b ef or e  b ei n g  
m o u nt e d wit h I m m u -m o u nt ( T h er m o S ci e ntifi c).  
F or  I m m u n o hi st o c h e mi str y,  aft er  a nti g e n  r etri e v al  sli d e s  w er e  w a s h e d  a n d 
i n c u b at e d  wit h  3 %  H 2 O 2  f or  1 5 mi n ut e s  at  r o o m t e m p er at ur e,  w a s h e d  X 3  5  mi n ut e s  i n  
P B S a n d  i n c u b at e d  wit h  pri m ar y  a nti b o di e s  o v er ni g ht  at  4 ° C .  H or s er a di s h  P er o xi d a s e  
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( H R P)  s e c o n d ar y  a nti b o di e s  w er e  dil ut e d  a n d  i n c u b at e d  o n  sli d e s  f or  1  h o ur  at  r o o m  
t e m per at ur e. Sli d e s w er e t h e n w a s h e d a n d d e v el o p e d u si n g D A B c hr o m o g e ni c s u b str at e 
( D A K O), d e h y dr at e d a n d m o u nt e d.  
 
6 . 6. R N A i s ol ati o n, c D N A g e n er ati o n a n d R T - q P C R 
R N A w a s e xtr a ct e d u si n g T RI z ol (I n vitr o g e n). F or 3 D c ult ur e s, Tri z ol w a s a d d e d  
dir e ctl y t o M atri g el. F or ti s s u e, s n a p fr o z e n gl a n d s w er e p ul v eri z e d o n dr y i c e a n d 1 ml of 
Tri z ol  w a s  a d d e d  p er  3 0 m g  ti s s u e  p o w d er.  F or  c ell  li n e s,  Tri z ol  w a s  a d d e d  dir e ctl y  t o  
pl at e. F or m a m m o s p h er e s, s p h er e s w er e c oll e ct e d, p ell et e d a n d Tri z ol  w a s a d d e d. Aft er 
5  mi n ut e s  at  r o o m  t e m p er at ur e,  2 0 0 μ l  of  c hl or of or m  w a s  a d d e d  p er  1 ml  of  Tri z ol  a n d  
s h o o k vi g or o u sl y b y h a n d f or 1 5 s e c o n d s. S a m pl e s w er e t h e n c e ntrif u g e d at 1 2, 0 0 0 G f or 
1 5  mi n ut e s.  T h e  u p p er  p h a s e  w a s  tr a n sf err e d  t o  a  fr e s h  E p p e n d orf  a n d  5 0 0 μ l  of  
i s o pr o p a n ol  w a s  a d d e d,  mi x e d  a n d  i n c u b at e d  at  r o o m  t e m p er at ur e  f or  1 0  mi n ut e s.  
S a m pl e s w er e t h e n c e ntrif u g e d at 1 2, 0 0 0 G f or 1 0 mi n ut e s. R N A p ell et w a s w a s h e d t wi c e 
wit h  1 ml  of  7 0 %  Et O H.  All  st e p s  w er e  c arri e d  o ut  at  4 ° C u nl e s s  ot h er wi s e  st at e d. R N A 
w a s q u a ntifi e d u si n g N a n o Dr o p or Q u bit. F or q u a ntit ati v e r e v er s e tr a n s cri pti o n P C R ( R T -
q P C R) c D N A  w a s  g e n er at e d  fr o m  9 0 -5 0 0 0  n g  of  t ot al  R N A  u si n g  M M L V  r e v er s e  
tr a n s cri pt a s e ( Pr o m e g a). R T - qP C R w a s p erf or m e d u si n g P o w er U p S y b R Gr e e n m a st er 
mi x ( T h er m o S c i e ntifi c # A 2 5 7 4 1) i n a C F X 9 6 -C 1 0 0 0 T t h er m al c y cl er ( Bi o R a d) a c c or di n g 
t o m a n uf a ct ur er’ s r e c o m m e n d ati o n s. S e e T a bl e 5 a n d 6 f or pri m er li st. G A P D H  or R P L O  
w er e  u s e d  a s  h o u s e k e e pi n g  g e n e s  t o  w hi c h  v al u e s  w er e  n or m ali z e d  t o.  Bi o -R a d  C X  
m a n a g er w a s u s e d t o c al c ul at e C q a n d a n al y s e d  d at a.  
 
6. 7. Pr ot ei n e xt r a cti o n, W e st er n Bl ot a n d c o -I P 
F or  w e st er n  bl ot  pr ot ei n  w a s  e xtr a ct e d  u si n g  RI P A  b uff er  wit h  a d d e d  
c O M P L E T E ™ Mi ni Pr ot e a s e I n hi bit or c o c kt ail ( # 1 1 8 3 6 1 5 3 0 0 1) a n d p h o s p h at a s e i n hi bit or 
c o c kt ail 2 a n d 3 ( Si g m a ). F or 2 D c ell c ult ur e, c ell s w er e s cr a p e d i n t o RI P A b uff er  (1 5 0 m M 
N a Cl,  1 %  Trit o n - X-1 0 0,  0. 5 %  s o di u m  d e o x y c h ol at e,  0. 1 %  S D S,  5 0 m M  Tri s  p H  8. 0  a n d  
c O M P L E T E ™ Mi ni Pr ot e a s e I n hi bit or c o c kt ail ( # 1 1 8 3 6 1 5 3 0 0 1) a n d p h o s p h at a s e i n hi bit or 
c o c kt ail 2 a n d 3 ( Si g m a) ) for l y si s. L y si s w a s c arri e d o ut o n i c e f or 2 0  mi n ut e s, s a m pl e s 
w er e  t h e n  c e ntrif u g e d  at  f ull  s p e e d  a n d  s u p er n at a nt  w a s  tr a n sf err e d  t o  fr e s h  t u b e  a n d  
pr ot ei n c o n c e ntr ati o n w a s m e a s ur e d u si n g Bi o R a d Br a df or d r e a g e nt.  
F or c o -I P, c ell s w er e l y s e d a s a b o v e i n c o -I P b uff er ( 1 5 0 m M N a Cl, 5 0 m M Tri s p H 
7. 5, 1 % I G P A L -C A -6 3 0 ( Si g m a #I 8 8 9 6), 5 % gl y c er ol, 0. 5 % d e o x y c h ol at e, 0. 1 % S D S wit h 
c O M P L E T E ™ Mi ni Pr ot e a s e I n hi bit or c o c kt ail ( # 1 1 8 3 6 1 5 3 0 0 1) a n d p h o s p h at a s e i n hi bit or 
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c o c kt ail  2  a n d  3  ( Si g m a)).  E q u al  a m o u nt s  of  pr ot ei n  w er e  i n c u b at e d  wit h  pri m ar y  
a nti b o di e s  o v er ni g ht  at  4 ° C  r ot ati n g.  I m m u n o c o m pl e x e s  w er e  t h e n  c a pt ur e d  o n  
D y n a b e a d s  Pr ot ei n  GI n vitr o g e n  C at # 1 0 0 0 3 D  f or  1  h o ur  at  4 ° C  r ot ati n g.  S a m pl e s  w er e  
w a s h e d  a n d  b oil e d  i n  s a m pl e  b uff er  a n d  r e s ol v e d  o n  1 0 %  S D S -P A G E  g el s  or  gr a di e nt  
g el s  ( 4 -2 0 %  Bi o -R a d)  a n d  el e ctr otr a n sf err e d  t o  P D V F  m e m br a n e.  M e m br a n e s  w er e  
bl o c k e d  wit h  5 %  B S A  i n  T B S -T  f or  1  h o ur  a n d  i n c u b at e d  wit h  pri m ar y  a nti b o di e s  ( s e e  
a nti b o d y li st).  
 
6. 8. si R N A  
si R N A s w er e p ur c h a s e d fr o m T h er m o S ci e ntifi c ( s e e s u p pl e m e nt ar y t a bl e f or li st 
of  s p e cifi c  si R N A s).  7 5 p m ol/ w ell  ( 6 -w ell)  of  si R N A  w a s  tr a n sf e ct e d  u si n g  Li p of e ct a mi n e  
2 0 0 0  f oll o wi n g  m a n uf a ct ur er’ s  i n str u cti o n s.  C ell s  w er e  h ar v e st e d  4 8 h o ur s  p o st  
tr a n sf e cti o n.  
 
T a bl e 6. 3 : Li st of si R N A s  
si R N A  C at #  
Ctrl  A M 4 6 1 1  
Y A P  1 0 7 9 5 1  
M E T  1 0 3 5 4 5  
 
 
6. 9. s h R N A  
P L K O. 1  s h R N A  pl a s mi d s  w er e  a  gift  fr o m  Y ar o n  F u c h s 2 3 0 .  L e nti vir al  p a c k a gi n g  
pl a s mi d s, p M D 2. G a n d p s P A X 2 w er e c o -tr a n sf e ct e d al o n g wit h s h s cr a m bl e a n d s h Y A P 1 
i nt o  H E K 2 9 3  c ell s.  Vir u s e s  w er e  c oll e ct e d  a n d  c o n c e ntr at e d  2 4-4 8  h o ur s  p o st -
tr a n sf e cti o n.  C o n c e ntr at e d  vir u s e s  w er e  u s e d  t o  tr a n s d u c e  W nt-M et  pri m ar y  m a m m ar y  
c ell s b ef or e b ei n g s e e d e d a s st e m c ell -e nri c h e d s p h er e s  
 
6. 1 0 . C ell C ult ur e  
Br e a st  c a n c er  c ell  li n e s  w er e  p ur c h a s e d  fr o m  A T C C  ( M C F 1 0 A,  M C F 7,  B T 4 7 4,  
T 4 7 D,  M D A -M B -2 3 1  a n d  B T -5 4 9)  a n d  A st er a n d  Bi o s ci e n c e  ( S U M 1 3 1 5  a n d  S U M 1 4 9).  
M C F 1 0 A  w er e  m ai nt ai n e d  i n  D M E M/ F 1 2  Gl ut a m a x,  5 %  h or s e  s er u m,  2 0 n g/ ml  E G F,  
0. 5 m g/ ml  h y dr o c orti s o n e,  1 0 0 n g/ ml  c h ol er a  t o xi n,  1 0 μ g/ ml  i n s uli n  a n d  1 %  p e n/ str e p.  
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M C F 7,  B T 4 7 4  a n d  T 4 7 D  w er e  m ai nt ai n e d  i n  D M E M,  1 0 %  F B S,  5 μ g/ ml  i n s uli n  a n d  1 % 
p e n/ str e p.  M D A -M B -2 3 1 a n d B T -5 4 9 w er e m ai nt ai n e d i n D M E M, 1 0 % F B S, 1 % N E A A s 
a n d 1 % p e n/ str e p. S U M 1 3 1 5 w er e m ai nt ai n e d i n D M E M/ F 1 2 H A M -Gl ut a m a x, 1 % H e p e s, 
5 %  F B S,  1 0 n g/ ml  E G F,  5 μ g/ ml  i n s uli n  a n d  1 %  p e n/ str e p.  S U M 1 4 9  w er e  gr o w n  i n 
D M E M/ F 1 2  H A M -Gl ut a m a x,  1 %  H e p e s,  5 %  F B S,  1 μ g/ ml  h y dr o c orti s o n e,  5 μ g/ ml  i n s uli n 
a n d  1 %  p e n/ str e p.  F or  m a m m o s p h er e  a s s a y s,  c ell s  w er e  s e e d e d  at  5, 0 0 0 c ell s/ ml  o n  
p ol y -H E M A c o at e d n o n -a d h er e nt 1 0 c m pl at e s i n D M E M F 1 2,  F G F 1 0 n g/ ml, E G F 2 0 n g/ ml, 
I T S 1 X, B 2 7 1 X. S p h er e s w er e gr o w n f or u p t o 1 0 d a y s wit h m e di u m s u p pl e m e nt e d e v er y 
s e c o n d d a y.  
 
6. 1 1 . C ell Titr e-Gl o a s s a y  
3 D c ult ur e s w er e s e e di n g i nt o 9 6 -w ell o p a q u e -w all e d pl at e s. C o ntr ol a n d tr e at e d  
s p h er e s wit h 1 0 0 μ l of m e di u m p er  w ell w er e i n c u b at e d at 3 0 mi n s at r o o m t e m p er at ur e. 
1 0 0 μ l  of  C ell Tit er-Gl o  r e a g e nt  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w ell  a n d  i n c u b at e d  f or  2  mi n ut e s  
s h a ki n g t o i n d u c e c ell l y si s. Pl at e w a s t h e n r e st e d f or 1 0 mi n ut e s at r o o m t e m p er at ur e t o  
st a bili s e t h e l u mi n e s c e nt si g n al. L u mi n e s c e n c e w a s r e c or d e d o n l u mi n o m et er.  
 
6. 1 2 . I n vi v o i n hi bit or st u di e s 
F or  si m v a st ati n  tr e at m e nt s,  W nt -M et  mi c e  r e c ei v e d  1 0 0 m g/ k g  of  si m v a st ati n  or  
c o ntr ol vi a or al g a v a g e d ail y. Si m v a st ati n w a s dil ut e d i n 2 % D M S O, 3 0 % P E G 3 0 0, 5 % 
T w e e n 8 0  a n d  d d H 2 O.  F or  v ert e p orfi n,  mi c e  w e r e tr e at e d  wit h  2. 5 m g/ k g  d ail y  vi a  
s u b c ut a n e o u s  i nj e cti o n.  V ert e p orfi n  w a s  dil ut e d  i n D M S O  a n d  t h e n  br o u g ht  t o  2. 5 %  
D M S O  i n  P B S.  T u m o ur  v ol u m e s  a n d  b o d y  w ei g ht  w er e  d et er mi n e d  s e v er al  ti m e s  p er  
w e e k . 
 
6. 1 3 . P D X M o d el s  
P D X  m o d el s  w er e  e st a bli s h e d  fr o m  tri pl e -n e g ati v e  br e a st  c a n c er  p ati e nt s  wit h  
t h eir i nf or m e d c o n s e nt a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d 1 9 1 . T h e e x p eri m e nt al pr ot o c ol a n d a ni m al 
h o u si n g  w er e  i n  a c c or d a n c e  wit h  i n stit uti o n al  g ui d eli n e s  a s  pr o p o s e d  b y  t h e  Fr e n c h  
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6. 1 4 . N a n o stri n g 
P a n C a n c er  P at h w a y s  p a n el  w a s  p ur c h a s e d  fr o m  N a n o stri n g  i n cl u di n g  a d diti o n al  
c u st o m g e n e s et f or s el e ct e d Y A P t ar g et g e n e s. R N A f or a n al y si s w a s pr e p ar e d a s st at e d 
a b o v e. R N A q u alit y w a s c h e c k e d u si n g a hi g h s e n siti vit y R N A t a p e o n t h e T a p e St ati o n. 
7 0 n g  of  R N A  w a s  h y bri di z e d  f or  1 6 h o ur s  at  6 5 ° C  a s  p er  m a n uf a ct ur er’ s  
r e c o m m e n d ati o n s.  H y bri di z e d  R N A  w a s  l o a d e d  o nt o  a n d  a n al y z e d  u si n g  n C o u nt er  
S P RI N T Pr ofil er. D at a w er e a n al y s e d  u si n g n S ol v er s oft w ar e.  
 
6. 1 5 . C hI P-Atl a s d at a a n al y si s  
C hI P -s e q  tr a c k s  f or  C T N N B 1  ( S R X 8 3 3 4 0 3),  T E A D 4  ( S R X 1 9 0 3 0 1)  a n d  Y A P 1  
( S R X 2 8 4 4 3 1 4)  i n  H 1-h E S C  w er e  d o w nl o a d e d  fr o m  c hi p -atl a s. or g 1 8 8, 2 3 1 .  F u n cti o n al  
a n n ot ati o n  f or  g e n o m e  r e gi o n s  w a s  t a k e n  fr o m  C hr o m H M M 2 3 2 .  D at a  w er e  l o a d e d  i nt o  
U C S C  g e n o m e  br o w s er 2 3 3  t o  m a k e  t h e  pl ot s.  Pl ot s  w er e  g e n er at e d  b y  Cl e m e n s  
M e s s er s c h m i dt of t h e H u m b ol dt -U ni v er sit ät z u B erli n . 
 
6. 1 6 . Pr ot e o mi c s a n d P h o s p h o - pr ot e o mi c s 
Pr ot e o mi c s/ P h o s p h o -pr ot ei mi c s a n d a n al y si s w a s p erf or m e d b y Oli v er P o p p a n d 
P hili p p  M erti n s  of  t h e  M D C -B erli n. F or  pr ot e o mi c s  a n d  p h o s p h o -pr ot e o mi c s  a n al y si s,  
s a m pl e  pr e p ar ati o n  w a s  c arri e d  o ut  e s s e nti all y  a c c or di n g  t o  M erti n s  a n d  c oll e g u e s , 
2 0 1 8 2 3 4 .  Bri efl y,  s a m pl e s  w er e  l y s e d  i n  ur e a  l y si s  b uff er  c o nt ai ni n g  pr ot e a s e  a n d  
p h o s p h at a s e i n hi bit or s. Fr o m e a c h s a m pl e , 5 0 0 µ g w a s s u bj e ct e d t o r e d u cti o n wit h D T T 
a n d  al k yl ati o n  wit h  i o d o a c et a mi d e  b ef or e  p erf or mi n g  di g e sti o n  wit h  L y s C  a n d  tr y p si n.  
Aft er d e s alti n g, p e pti d e s w er e l a b ell e d wit h T M T 6 r e a g e nt s ( T h er m o) a n d fr a cti o n at e d b y 
b a si c  r e v er s e d -p h a s e  s e p ar ati o n  i nt o  2 4  fr a cti o n s.  1. 5  µ g  p er  fr a cti o n  w a s  i nj e ct e d  i nt o  
L C -M S  f or  gl o b al  pr ot e o m e  a n a l y si s, w hil e  t h e  r e m ai ni n g  m aj orit y  of  t h e  s a m pl e s  w er e  
p o ol e d  i nt o  1 2  fr a cti o n s  a n d  e nri c h e d  f or  p h o s p h o p e pti d e s  u si n g  r o b ot -a s si st e d  ir o n -
b a s e d I M A C o n a n A s s a y M a p Br a v o s y st e m ( A gil e nt).  
Pr ot e o mi c s  s a m pl e s  w er e  m e a s ur e d  o n  a n  E x pl ori s  4 8 0  or bitr a p  m a s s  s p e ctr o m et er 
( T h er m o) c o n n e ct e d t o a n E A S Y-n L C s y st e m ( T h er m o). H P L C -s e p ar ati o n o c c urr e d o n a n 
i n‐h o u s e  pr e p ar e d  n a n o ‐L C  c ol u m n  ( 0. 0 7 4  m m  ×  2 5 0  m m,  1. 9  μ m  R e pr o sil  C 1 8,  Dr 
M ai s c h G m b H) u si n g a fl o w r at e of 2 5 0 nl/ mi n o n a 1 1 0 mi n gr a di e nt wit h a n a c et o nitril e 
c o n c e ntr ati o n  r a m p  fr o m  4. 7 %  t o  5 5. 2 %  ( v/ v)  i n  0. 1 %  ( v/ v)  f or mi c  a ci d.  M S  a c q ui siti o n  
w a s p erf or m e d at a r e s ol uti o n of 6 0, 0 0 0 i n t h e s c a n r a n g e fr o m 3 7 5 t o 1, 5 0 0 m/ z. D at a -
d e p e n d e nt  M S 2  s c a n s  w er e  c arri e d  o ut  at  a  r e s ol uti o n  of  4 5, 0 0 0  or  3 0, 0 0 0  wit h  a n  
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i s ol ati o n  wi n d o w  of  0. 4  m/ z  a n d  a  m a xi m u m  i nj e cti o n  ti m e  of  8 6  m s  ( 1 2 0  m s  f or  
p h o s p h o pr ot e o mi c s)  u si n g  t h e  T o p S p e e d  s etti n g  wit h  a  1  s e c  c y cl e  ti m e.  D y n a mi c  
e x cl u si o n w a s s et t o 2 0 s a n d t h e n or m ali s e d  c olli si o n  e n er g y w a s s p e cifi e d t o 3 5.  
F or  a n al y si s,  t h e  M a x Q u a nt  s oft w ar e  p a c k a g e  v er si o n  1. 6. 1 0. 4 3 2 3 5, 2 3 6  w a s  u s e d.  
T M T 6  r e p ort er  i o n  q u a ntit ati o n  w a s  t ur n e d  o n  u si n g  a  PI F  s etti n g  of  0. 5.  V ari a bl e  
m o difi c ati o n s  i n cl u d e d  M et -o xi d ati o n,  a c et yl at e d  N -t er mi ni  a n d  d e a mi d ati o n  of  A s n  a n d  
Gl n f or pr ot e o mi c s a n al y si s. F or p h o s p h o pr ot e o mi c s a n al y si s, d e a mi d ati o n w a s r e pl a c e d 
b y p h o s p h or yl ati o n o n S er, T hr a n d T yr. A n F D R of 0. 0 1 w a s a p pli e d f or p e pti d e s, sit e s 
a n d pr ot ei n s, a n d t h e A n dr o m e d a s e ar c h w a s p erf or m e d u si n g a m o u s e U ni pr ot d at a b a s e 
( J ul y  2 0 1 8,  i n cl u di n g  i s of or m s).  F urt h er  a n al y si s  w a s  d o n e  u si n g  R  a n d  t h e  Pr oti g y  
p a c k a g e  ( htt p s:// git h u b. c o m/ br o a di n stit ut e/ pr oti g y).  Pr ot ei n  gr o u p s  w er e  filt er e d  f or  
pr ot ei n s t h at h a v e  b e e n i d e ntifi e d b y at l e a st o n e u ni q u e p e pti d e a n d t h at h a d v ali d T M T 
r e p ort er  i o n  i nt e n siti e s  a cr o s s  all  s a m pl e s.  T h e  p h o s p h o pr ot e o m e  w a s  al s o  filt er e d  f or  
sit e s c o nt ai ni n g v ali d v al u e s f or all s a m pl e s. F or b ot h a n al y s e s, t w o -s a m pl e m o d er at e d t -
t e st s (lim m a  p a c k a g e 2 3 7 ) c o m p ari n g  t h e  t w o  gr o u p s  w er e  c al c ul at e d  u si n g  t h e  l o g 2 -
tr a n sf or m e d  a n d  m e di a n-M A D  n or m ali s e d  T M T 6  c orr e ct e d  r e p ort er  i o n  i nt e n siti e s,  
f oll o w e d  b y  a  B e nj a mi ni-H o c h b er g  ( B H)  p -v al u e  c orr e cti o n.  H e at m a p s  of  s el e c t e d 
si g nifi c a nt  pr ot ei n s  or  p h o s p h o sit e s  a c c or di n g  t o  B H -a dj u st e d  p -v al u e  w er e  g e n er at e d  
u si n g  t h e  p h e at m a p  p a c k a g e 2 3 8  e m pl o yi n g  hi er ar c hi c al  cl u st eri n g  b a s e d  o n  E u cli d e a n  
di st a n c e. F or a n n ot ati o n of g e n e li st s d eri v e d fr o m a h u m a n pr ot e o m e, i. e. Z a n c o n at o a n d 
c oll e g u e s  ( 2 0 1 6),  g e n e s  w er e  c o n v ert e d  i nt o  m o u s e  ort h ol o g s  u si n g  bi o m a Rt 2 3 9  a n d 
m a n u al c ur ati o n.  
 
6. 1 7 . K a pl a n -M ei er a n d G O B O a n al y si s  
R el a p s e -fr e e s ur vi v al of br e a st c a n c er p ati e nt s w a s a n al y z e d u si n g K a pl a n-M ei er 
Pl ott er  o nli n e  s oft w ar e  ( htt p:// k m pl ot. c o m ).  Tri c h ot o mi z ati o n  w a s  s et  t o  Q 1  v s  Q 4.  
E x pr e s si o n a n al y si s of Y A P i n br e a st c a n c er c ell li n e s a n d h u m a n d at a s et s w a s 
g e n er at e d  u si n g  G O B O  o nli n e  s oft w ar e  ( htt p:// c o. b m c.l u. s e/ g o b o ). 
 
T a bl e 6. 4: Li st of pri m ar y a nti b o di e s   
A nti g e n  M a n uf a ct ur er a n d C at al o g u e #   Dil uti o n    A p pli c ati o n   
Ki -6 7  R M -9 1 0 6   1: 1 0 0    I H C, I F  
β -c at e ni n  B D # 6 1 0 1 5 3   1: 5 0 0    I H C, I F, W B  
K 8  G P -K 8   1: 2 0 0    I F  
K 1 4  C o n v a n c e P R B -1 5 5 P   1: 1 0 0    I F  
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Y A P C ell Si g n alli n g # 1 4 0 7 4 S  
 1: 1 0 0, 
1: 1 0 0 0 * 
  I H C,  I F,  
W B* 
 
G F P  A b c a m a b 6 6 7 3   1: 2 0 0    I H C, I F  
G A P D H  C ell Si g n ali n g # 5 1 7 4 S   1: 1 0 0 0    W B   
A cti v e Y A P  A b c a m a b 2 0 5 2 7 0  
 1: 1 0 0, 
1: 1 0 0 0*  
  I H C,  I F,  
W B* 
 
β -c at e ni n  R a b bit ( m a d e i n h o u s e)   1: 1 0 0 0    I H C, I F, W B  
P 6 3  A b c a m a b 1 2 4 7 6 2   1: 5 0    I F  
M E T  C ell Si g n ali n g # 8 1 9 8   1: 1 0 0 0    W B   
A cti v e β -c at e ni n  C ell Si g n ali n g  # 8 8 1 4   1: 1 0 0 0    W B   
T E A D 4  A b c a m a b 5 8 3 1 0   1: 1 0 0 0    W B   
 
 
T a bl e 6. 5: Li st of R T -q P C R  pri m er s  ( M o u s e)  
T ar g et  S e q u e n c e  
G a p d h  F  A T C C T G C A C C A C C A A C T G C T  
G a p d h  R  G G G C C A T C C A C A G T C T T C T G  
Pr o cr  F  A C G C A A A A C A T G A A A G G G A G C  
Pr o cr  R  A T T A G C A A C G C C G T C C A C T T  
L gr 5  F  C A G T G T T G T G C A T T T G G G G G  
L gr 5  R  C A A G G T C C C G C T C A T C T T G A  
T wi st  F  G G A C A A G C T G A G C A A G A T T C A  
T wi st  R  C G G A G A A G G C G T A G C T G A G  
S n ai 1  F  C A C A C G C T G C C T T G T G T C T  
S n ai 1  R  G G T C A G C A A A A G C A C G G T T  
Z e b 1  F  G C T G G C A A G A C A A C G T G A A A G  
Z e b 1  R  G C C T C A G G A T A A A T G A C G G C  
Y a p 1  F  T T C G G C A G G C A A T A C G G A A T  
Y a p 1  R  T G C T C C A G T G T A G G C A A C T G  
A m otl 2  F  C A C C T C C G T T G C T G A C T G T A  
A m otl 2  R  T G G T C T C A G A G C A C C G C T  
A n kr d 1  F  A G G T C A A G A A C T G T G C T G G G  
A n kr d 1  R  A A A A T G C C T G C G A A C A G C T C  
C t gf F  A G A A C T G T G T A C G G A G C G T G  
Ct gf  R  G T C C A C C A T C T T T G G C A G T G  
S d pr  F  A G A A G T C T C G C A A G G T C A G C  
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S d pr  R  A G G G A T C T C A C T T T C T T C C T G G  
C yr 6 1  F  A G A G G C T T C C T G T C T T T G G C  
C yr 6 1  R  C C A A G A C G T G G T C T G A A C G A  
A xl  F  A G G A G C C C A G G G G T G G  
A xl  R  T G T G T G T C C T T A T G G G C T G C  
Igf b p 3  F  T C T A A G G G G G A G A C A G A A T A C G  
I gf b p 3 R  C T C T G G G A C T C A G C A C A T T G A  
C sf 2  F  T C G T C T C T A A C G A G T T C T C C  
C sf 2  R  C T G T C T A T G A A A T C C G C A T A G G  
C d 4 4  F  C C T T G G C C A C C A C T C C T A A T A  
C d 4 4  R  G C C A T C C G T T C T G A A A C C A C  
C d 2 9  F  T G C A G G T G T C G T G T T T G T G A A T G C  
C d 2 9  R  A C A A G T T G G C C C T T G A A A C T T G G G  
C d 4 9f  F  T T C A T T G A T G T G A C T G C T G C T G C C  
C d 4 9f  R  A A A A G C A A G C A T C A A G A T C C C A G C G  
S o x 1 0  F  C A A G C T C T G G A G G T T G C T G A  
S o x 1 0  R  C C G G A T G G T C C T T T T T G T G C  
C d 2 4  F  T A C C C A C G C A G A T T T A C T G C A A C C  
C d 2 4  R  T G T A G A A G A G A G A G A G A G A G A G C C  
A xi n 2  F  A A C T G A A A C T G G A G C T G G A A A G C C  
A xi n 2  R  T T T G T G G G T C C T C T T C A T A G C T G C  
Bir c 5  F  G C T T T A A G G A A T T G G A A G G C T G G G  
Bir c 5  R  T T G T T C T T G G C T C T C T G T C T G T C C  
C c n d 1  F  C A G C C C C A A C A A C T T C C T C T  
C c n d 1  R  C A G G G C C T T G A C C G G G  
W a p  F  G T A T C A T C T G C C A A A C C A A C G A G G  
W a p  R  T T C A T G T T G C C A G A A C A C T C A C G G  
H gf  F  A C C C T G G T G T T T C A C A A G C A A T C C  
H gf  R  T C T T T C T G G C A A G A A C T T G T G C C G  
I d 2 F  A A A T C C T G C A G C A C G T C A T C  
I d 2 R  C A T T C G A C A T A A G C T C A G A A G G G  
M m p 7  F  T A G G C G G A G A T G C T C A C T T T G A C A A G  
M m p 7  R  T T C T G A A T G C C T G C A A T G T C G T C C  
Krt 8  F  T G C G G A A T G A A T G G G G T G A G  
Krt 8  R  G A A C C A G G C G G A G A T C C C T T  
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D n p 6 3 F  A G A G A G A G A G A G G C A C C T G A  
D n p 6 3 R  A G G T C C G T G T A C T G T G G C T C  
 
T a bl e 6 .6 : Li st of R T -q P C R  pri m er s   (H u m a n)   
T ar g et  S e q u e n c e  
R P L O  F  C G G A T T A C A C C T T C C C A C T T G  
R P L O  R  C C G A C T C T T C C T T G G C T T C A  
A N K R D 1  F  C A C T T C T A G C C C A C C C T G T G A  
A N K R D 1  R  C C A C A G G T T C C A T A A T G A T T T  
C Y R 6 1  F  A G C C T C G C A T C C T A T A C A A C C  
C Y R 6 1  R  T T C T T T C A C A A G G C G G C A C T C  
C T G F  F  C A G C A T G G A C G T T C G T C T G  
C T G F  R  A A C C A C G G T T T G G T C C T T G G  
I G F B P 3 F  A G A G C A C A G A T A C C C A G A A C T  
I G F B P 3 R  G G T G A T T C A G T G T G T C T T C C A T T  
C C N D 1  F  C C G T C C A T G C G G A A G A T C  
C C N D 1  R  A T G G C C A G C G G G A A G A C  
C L D N 1  F  G T G C G A T A T T T C T T C T T G C A G G  
C L D N 1  R  T T C G T A C C T G G C A T T G A C T G G  
M Y C  F  G G C C C C C A A G G T A G T T A T C C  








R ef er e n c e s  
 
7 1  
 
7 . R E F E R E N C E S 
1.  Li, M. L. et al.  I nfl u e n c e of a r e c o n stit ut e d b a s e m e nt m e m br a n e a n d it s 
c o m p o n e nt s o n c a s ei n g e n e e x pr e s si o n a n d s e cr eti o n i n m o u s e m a m m ar y 
e pit h eli al c ell s. Pr o c. N atl. A c a d. S ci. U. S. A.  8 4 , 1 3 6– 1 4 0 ( 1 9 8 7).  
2.  L e e, E. Y. H., P arr y, G. & Bi s s ell, M. J. M o d ul ati o n of s e cr et e d pr ot ei n s of m o u s e 
m a m m ar y e pit h eli al c ell s b y t h e c oll a g e n o u s s u b str at a. J. C ell Bi ol.  9 8 , 1 4 6– 1 5 5 
( 1 9 8 4). 
3.  Ni s hi m ori, K. et al.  O x yt o ci n i s r e q uir e d f or n ur si n g b ut i s n ot e s s e nti al f or 
p art uriti o n or r e pr o d u cti v e b e h a vi or. Pr o c. N atl. A c a d. S ci. U. S. A.  9 3 , 1 1 6 9 9–
1 1 7 0 4 ( 1 9 9 6).  
4.  Y o u n g, W. S. et al.  D efi ci e n c y i n M o u s e O x yt o ci n Pr e v e nt s Mil k Ej e cti o n , b ut n ot 
F ertilit y or P art uriti o n. J. of N e ur o e n d o cri n ol o g y  8 , 8 4 7– 8 5 3 ( 1 9 9 6).  
5.  Cr o wl e y, W. R. & Ar m str o n g, W. E. N e ur o c h e mi c al r e g ul ati o n of o x yt o ci n s e cr eti o n 
i n l a ct ati o n*. E n d o cr. R e v.  1 3 , 3 3– 6 5 ( 1 9 9 2).  
6.  St er nli c ht, M. D., K o ur o s -M e hr, H., L u, P. & W er b, Z. H or m o n al a n d l o c al c o ntr ol of 
m a m m ar y br a n c hi n g m or p h o g e n e si s. Diff er e nti ati o n  7 4 , 3 6 5– 3 8 1 ( 2 0 0 6).  
7.  Mi k a eli a n, I. et al.  E x pr e s si o n of t er mi n al diff er e nti ati o n pr ot ei n s d efi n e s st a g e s of 
m o u s e m a m m ar y gl a n d d e v el o p m e nt. V et. P at h ol.  4 3 , 3 6– 4 9 ( 2 0 0 6).  
8.  W et z el s, R. H. W. et al.  B a s al c ell -s p e cifi c a n d h y p er pr olif er ati o n -r el at e d k er ati n s i n 
h u m a n br e a st c a n c er. A m. J. P at h ol.  1 3 8 , 7 5 1– 7 6 3 ( 1 9 9 1).  
9.  H a a k s m a, C. J., S c h w art z, R. J. & T o m a s e k, J. J. M y o e pit h eli al c ell c o ntr a cti o n 
a n d mil k ej e cti o n ar e i m p air e d i n m a m m ar y gl a n d s of mi c e l a c ki n g s m o ot h m u s cl e 
al p h a -a cti n. Bi ol. R e pr o d.  8 5 , 1 3– 2 1 ( 2 0 1 1).  
1 0.  C arr oll, D. K. et al.  p 6 3 r e g ul at e s a n  a d h e si o n pr o gr a m m e a n d c ell s ur vi v al i n 
e pit h eli al c ell s. N at. C ell Bi ol.  8 , 5 5 1– 5 6 1 ( 2 0 0 6).  
1 1.  D e o m e, K. B., F a ul ki n, L. J., B er n, H. A. & Bl air, P. B. D e v el o p m e nt of M a m m ar y 
T u m or s fr o m H y p er pl a sti c Al v e ol ar N o d ul e s Tr a n s pl a nt e d i nt o Gl a n d -fr e e 
M a m m ar y  F at P a d s of F e m al e C 3 H Mi c e. C a n c er R e s.  1 9 , 5 1 5 ( 1 9 5 9). 
1 2.  D a ni el, C. W., D e o m e, K. B., Y o u n g, J. T., Bl air, P. B. & F a ul ki n, L. J. T h e i n vi v o 
lif e s p a n of n or m al a n d pr e n e o pl a sti c m o u s e m a m m ar y gl a n d s: a s eri al 
R ef er e n c e s  
 
7 2  
 
tr a n s pl a nt ati o n st u d y. J. M a m m ar y Gl a n d Bi ol. N e o pl a si a  1 4 , 3 5 5– 3 6 2 ( 1 9 6 8).  
1 3.  H o s hi n o, K. & G ar d n er, W. U. Tr a n s pl a nt a bilit y a n d lif e s p a n of m a m m ar y gl a n d 
d uri n g s eri al tr a n s pl a nt ati o n i n mi c e [ 3 0]. N at ur e  2 1 3 , 1 9 3– 1 9 4 ( 1 9 6 7).  
1 4.  S mit h, G. H. E x p eri m e nt al m a m m ar y e pit h eli al m or p h o g e n e si s i n a n i n vi v o m o d el: 
E vi d e n c e f or di sti n ct c ell ul ar pr o g e nit or s of t h e d u ct al a n d l o b ul ar p h e n ot y p e. 
Br e a st C a n c er R e s. Tr e at.  3 9 , 2 1– 3 1 ( 1 9 9 6).  
1 5.  S h a c kl et o n, M. et al.  G e n er ati o n of a f u n cti o n al m a m m ar y gl a n d fr o m a si n gl e st e m 
c ell. N at ur e  4 3 9 , 8 4– 8 8 ( 2 0 0 6). 
1 6.  Sti n gl, J. et al.  P urifi c ati o n a n d u ni q u e pr o p erti e s of m a m m ar y e pit h eli al st e m c ell s. 
N at ur e  4 3 9 , 9 9 3– 9 9 7 ( 2 0 0 6).  
1 7.  Vi s v a d er, J. E. & Sti n gl, J. M a m m ar y st e m c ell s a n d t h e diff er e nti ati o n hi er ar c h y : 
c urr e nt st at u s a n d p er s p e cti v e s. G e n e s D e v.  2 8 , 1 1 4 3– 1 1 5 8 ( 2 0 1 4).  
1 8.  W a n g, D. et al.  I d e ntifi c ati o n of m ulti p ot e nt m a m m ar y st e m c ell s b y pr ot ei n C 
r e c e pt or e x pr e s si o n. N at ur e  5 1 7 , 8 1– 4 ( 2 0 1 5).  
1 9.  B a c h, K. et al.  Diff er e nti ati o n d y n a mi c s of m a m m ar y e pit h eli al c ell s r e v e al e d b y 
si n gl e -c ell R N A s e q u e n ci n g. N at. C o m m u n.  8 , ( 2 0 1 7). 
2 0.  R o bi n s o n, G. W., K ar pf, A. B. & Kr at o c h wil, K. R e g ul ati o n of m a m m ar y gl a n d 
d e v el o p m e nt b y ti s s u e i nt er a cti o n. J. M a m m ar y Gl a n d Bi ol. N e o pl a si a  4 , 9– 1 9 
( 1 9 9 9). 
2 1.  F e n dri c k, J. L., R a af at, A. M. & H a sl a m, S. Z. M a m m ar y Gl a n d Gr o wt h a n d 
D e v el o p m e nt fr o m t h e P o st n at al P eri o d t o P o st m e n o p a u s e: O v ari a n St er oi d 
R e c e pt or O nt o g e n y a n d R e g ul ati o n i n t h e M o u s e. J. M a m m ar y Gl a n d Bi ol. 
N e o pl a si a  3 , 7– 2 2 ( 1 9 9 8).  
2 2.  H o v e y, R. C., M c F a d d e n, T. B. & A k er s, R. M. R e g ul ati o n of m a m m ar y gl a n d 
gr o wt h a n d m or p h o g e n e si s b y t h e m a m m ar y f at p a d: a s p e ci e s c o m p ari s o n. J. 
M a m m ar y Gl a n d Bi ol. N e o pl a si a  4 , 5 3– 6 8 ( 1 9 9 9).  
2 3.  O a k e s, S. R., Hilt o n, H. N. & Or m a n d y, C. J. K e y st a g e s i n m a m m ar y gl a n d 
d e v el o p m e nt: T h e al v e ol ar s wit c h: C o or di n ati n g t h e pr olif er ati v e c u e s a n d c ell f at e 
d e ci si o n s t h at dri v e t h e f or m ati o n of l o b ul o al v e oli fr o m d u ct al e pit h eli u m. Br e a st 
C a n c er R e s.  8 , ( 2 0 0 6). 
R ef er e n c e s  
 
7 3  
 
2 4.  A n d er s o n, S. M., R u d ol p h, M. C., M c M a n a m a n, J. L. &  N e vill e, M. C. K e y st a g e s i n 
m a m m ar y gl a n d d e v el o p m e nt. S e cr et or y a cti v ati o n i n t h e m a m m ar y gl a n d: It’ s n ot 
j u st a b o ut mil k pr ot ei n s y nt h e si s! Br e a st C a n c er R e s e ar c h  v ol. 9 1 – 1 4 ( 2 0 0 7).  
2 5.  Z wi c k, R. K. et al.  A di p o c yt e h y p ertr o p h y a n d li pi d d y n a mi c s u n d e rli e m a m m ar y 
gl a n d r e m o d eli n g aft er l a ct ati o n. N at. C o m m u n.  9 , 1– 1 7 ( 2 0 1 8).  
2 6.  Dj o n o v, V. & A n dr e s, A. V a s c ul ar R e m o d elli n g D uri n g t h e N or m al a n d M ali g n a nt 
Lif e C y cl e of t h e M a m m ar y Gl a n d. 1 8 9 , 1 8 2– 1 8 9 ( 2 0 0 1).  
2 7.  J e n a, M. K., J a s w al, S., K u m ar, S. &  M o h a nt y, A. K. M ol e c ul ar m e c h a ni s m of 
m a m m ar y gl a n d i n v ol uti o n: A n u p d at e. D e v. Bi ol.  4 4 5 , 1 4 5– 1 5 5 ( 2 0 1 9).  
2 8.  B ur d o n, T., S a n k ar a n, L., W all, R. J., S p e n c er, M. & H e n ni g h a u s e n, L. E x pr e s si o n 
of a w h e y a ci di c pr ot ei n tr a n s g e n e d uri n g m a m m ar y d e v el o p m e nt: E vi d e n c e f or 
diff er e nt m e c h a ni s m s of r e g ul ati o n d uri n g pr e g n a n c y a n d l a ct ati o n. J. Bi ol. C h e m.  
2 6 6 , 6 9 0 9– 6 9 1 4 ( 1 9 9 1).  
2 9.  H e n ni g h a u s e n, L. et al.  W h e y a ci di c pr ot ei n e xtri n si c all y e x pr e s s e d fr o m t h e 
m o u s e m a m m ar y t u m or vir u s l o n g t er mi n al r e p e at r e s ult s i n  h y p er pl a si a of t h e 
c o a g ul ati o n gl a n d e pit h eli u m a n d i m p air e d m a m m ar y d e v el o p m e nt. C ell Gr o wt h 
Diff er.  5 , 6 0 7– 6 1 3 ( 1 9 9 4).  
3 0.  Si n n, E. et al.  C o e x pr e s si o n of M M T V/ v -H a -r a s a n d M M T V/ c-m y c g e n e s i n 
tr a n s g e ni c mi c e: s y n er gi sti c a cti o n of o n c o g e n e s i n vi v o. C e ll 4 9 , 4 6 5– 4 7 5 ( 1 9 8 7).  
3 1.  M ull er, W. J., Si n n, E., P att e n g al e, P. K., W all a c e, R. & L e d er, P. Si n gl e -st e p 
i n d u cti o n of m a m m ar y a d e n o c ar ci n o m a i n tr a n s g e ni c mi c e b e ari n g t h e a cti v at e d c-
n e u o n c o g e n e. C ell  5 4 , 1 0 5– 1 1 5 ( 1 9 8 8).  
3 2.  R o s e -H ell e k a nt, T. A. & S a n d gr e n, E. P. Tr a n sf or mi n g gr o wt h f a ct or al p h a - a n d c -
m y c -i n d u c e d m a m m ar y c ar ci n o g e n e si s i n tr a n s g e ni c mi c e. O n c o g e n e  1 9 , 1 0 9 2–
1 0 9 6 ( 2 0 0 0).  
3 3.  H oll a n d, J. et al.  C o m bi n e d W nt/ β -C at e ni n, M et, a n d C X C L 1 2/ C X C R 4 Si g n al s 
C h ar a ct eri z e B a s al Br e a st C a n c er a n d Pr e di ct Di s e a s e O ut c o m e. C ell R e p.  5 , 
1 2 1 4 – 1 2 2 7 ( 2 0 1 3).  
3 4.  V al e nti, G. et al.  C a n c er st e m c ell s r e g ul at e c a n c er -a s s o ci at e d fi br o bl a st s vi a 
a cti v ati o n of H e d g e h o g si g n ali n g i n m a m m ar y gl a n d t u m or s. C a n c er R e s.  ( 2 0 1 7). 
3 5.  Br a y, F. et al.  Gl o b al c a n c er st ati sti c s 2 0 1 8: G L O B O C A N e sti m at e s of i n ci d e n c e 
R ef er e n c e s  
 
7 4  
 
a n d m ort alit y w orl d wi d e f or 3 6 c a n c er s i n 1 8 5 c o u ntri e s. C A. C a n c er J. Cli n.  6 8 , 
3 9 4 – 4 2 4 ( 2 0 1 8).  
3 6.  Sil v er st ei n, M. J. & L a gi o s, M. D. D u ct al c ar ci n o m a i n sit u of t h e br e a st. Br e a st 
C a n c er A N e w Er a M a n a g.  2 6 9 – 3 1 1 ( 2 0 1 4) d oi: 1 0. 1 0 0 7/ 9 7 8 - 1-4 6 1 4 -8 0 6 3 -1 _ 1 5.  
3 7.  M e g o, M., M a ni, S. A. & Cri st of a nilli, M. M ol e c ul ar m e c h a ni s m s of m et a st a si s i n 
br e a st c a n c er -cli ni c al a p pli c ati o n s. N at. R e v. Cli n. O n c ol.  7 , 6 9 3– 7 0 1 ( 2 0 1 0).  
3 8.  W a n g, Y. et al.  Cl o n al e v ol uti o n i n br e a st c a n c er r e v e al e d b y si n gl e n u cl e u s 
g e n o m e s e q u e n ci n g. N at ur e  5 1 2 , 1 5 5– 1 6 0 ( 2 0 1 4).  
3 9.  T orr e s, L. et al.  I ntr at u m or g e n o mi c h et er o g e n eit y i n br e a st c a n c er wit h cl o n al 
di v er g e n c e b et w e e n pri m ar y c ar ci n o m a s a n d l y m p h n o d e m et a st a s e s. Br e a st 
C a n c er R e s. Tr e at.  1 0 2 , 1 4 3– 1 5 5 ( 2 0 0 7).  
4 0.  N a vi n, N. et al.  I nf erri n g t u m or pr o gr e s si o n fr o m g e n o mi c h et er o g e n eit y. G e n o m e 
R e s.  2 0 , 6 8– 8 0 ( 2 0 1 0).  
4 1.  P er o u, C. M. et al.  M ol e c ul ar p ortr ait s of h u m a n br e a st t u m o ur s. N at ur e  4 0 6 , 7 4 7–
7 5 2 ( 2 0 0 0).  
4 2.  H o wl a d er, N., Cr o ni n, K. A., K uri a n, A. W. & A n dri d g e, R. Diff er e n c e s i n br e a st 
c a n c er s ur vi v al b y m ol e c ul ar s u bt y p e s i n t h e U nit e d St at e s. C a n c er E pi d e mi ol. 
Bi o m ar k er s Pr e v.  2 7 , 6 1 9– 6 2 6 ( 2 0 1 8).  
4 3.  G a o, J. J. & S w ai n, S. M. L u mi n al A Br e a st C a n c er a n d M ol e c ul ar A s s a y s: A 
R e vi e w. O n c ol o gi st  2 3 , 5 5 6– 5 6 5 ( 2 0 1 8).  
4 4.  Tr a n, B. & B e d ar d, P. L. L u mi n al -B br e a st c a n c er a n d n o v el t h er a p e uti c t ar g et s. 
Br e a st C a n c er R e s.  1 3 , ( 2 0 1 1). 
4 5.  W a n g, J. & X u, B. T ar g et e d t h er a p e uti c o pti o n s a n d f ut ur e p er s p e cti v e s f or h er 2 -
p o siti v e br e a st c a n c er. Si g n al Tr a n s d u ct. T ar g et. T h er.  4 , ( 2 0 1 9). 
4 6.  Li, C. H., K ar a nt z a, V., A kt a n, G. & L al a, M. C urr e nt tr e at m e nt l a n d s c a p e f or 
p ati e nt s wit h l o c all y r e c urr e nt i n o p er a bl e or m et a st ati c tri pl e -n e g ati v e br e a st 
c a n c er: A s y st e m ati c lit er at ur e r e vi e w. Br e a st C a n c er R e s.  2 1 , 1– 1 4 ( 2 0 1 9).  
4 7.  M or el, A. P. et al.  A st e m n e s s -r el at e d Z E B 1-M S R B 3 a xi s g o v er n s c ell ul ar pli a n c y 
a n d br e a st c a n c er g e n o m e st a bilit y. N at. M e d.  2 3 , 5 6 8– 5 7 8 ( 2 0 1 7).  
4 8.  M or el, A. P. et al.  E M T i n d u c er s c at al y z e m ali g n a nt tr a n sf or m ati o n of m a m m ar y 
R ef er e n c e s  
 
7 5  
 
e pit h eli al c ell s a n d dri v e t u m ori g e n e si s t o w ar d s cl a u di n -l o w t u m or s i n tr a n s g e ni c 
mi c e. P L o S G e n et.  8 , ( 2 0 1 2). 
4 9.  J o n e s, R. L., C o n st a nti ni d o u, A. & R ei s -Fil h o, J. S. M ol e c ul ar Cl a s sifi c ati o n of 
B r e a st C a n c er. S ur g. P at h ol. Cli n.  5 , 7 0 1– 7 1 7 ( 2 0 1 2).  
5 0.  Dr e bi n, J. A., Li n k, V. C., St er n, D. F., W ei n b er g, R. A. & Gr e e n e, M. I. D o w n -
m o d ul ati o n of a n o n c o g e n e pr ot ei n pr o d u ct a n d r e v er si o n of t h e tr a n sf or m e d 
p h e n ot y p e b y m o n o cl o n al a nti b o di e s. C ell  4 1 , 6 9 5 – 7 0 6 ( 1 9 8 5).  
5 1.  Dr e bi n, J. A., Li n k, V. C., W ei n b er g, R. A. & Gr e e n e, M. I. I n hi biti o n of t u m or 
gr o wt h b y a m o n o cl o n al a nti b o d y r e a cti v e wit h a n o n c o g e n e -e n c o d e d t u m or 
a nti g e n. Pr o c. N atl. A c a d. S ci. U. S. A.  8 3 , 9 1 2 9– 9 1 3 3 ( 1 9 8 6).  
5 2.  J or d a n, V. C. T a m o xif e n: C at al y st f or t h e c h a n g e t o t ar g et e d t h er a p y. E ur. J. 
C a n c er  4 4 , 3 0– 3 8 ( 2 0 0 8).  
5 3.  D e nt, R. et al.  Tri pl e -n e g ati v e br e a st c a n c er: Cli ni c al f e at ur e s a n d p att er n s of 
r e c urr e n c e. Cli n. C a n c er R e s.  1 3 , 4 4 2 9– 4 4 3 4 ( 2 0 0 7).  
5 4.  L u c k, A. A. et al.  T h e I nfl u e n c e of B a s al P h e n ot y p e o n t h e M et a st ati c P att er n of 
Br e a st C a n c er. Cli n. O n c ol.  2 0 , 4 0– 4 5 ( 2 0 0 8).  
5 5.  C h arl e s M. P er o u. M ol e c ul ar Str atifi c ati o n of Tri pl e -N e g ati v e Br e a st C a n c er s. 
O n c ol o gi st  1 5 , 7 4 4– 7 4 9 ( 2 0 1 0).  
5 6.  K o b ol dt, D. C. et al.  C o m pr e h e n si v e m ol e c ul ar p ortr ait s of h u m a n br e a st t u m o ur s. 
N at ur e  4 9 0 , 6 1– 7 0 ( 2 0 1 2).  
5 7.  C h e a n g, M. C. U. et al.  B a s al -li k e br e a st c a n c er d efi n e d b y fi v e bi o m ar k er s h a s 
s u p eri or pr o g n o sti c v al u e t h a n tri pl e -n e g ati v e p h e n ot y p e. Cli n. C a n c er R e s.  1 4 , 
1 3 6 8 – 1 3 7 6 ( 2 0 0 8 ). 
5 8.  E n g el, C. et al.  Pr e v al e n c e of p at h o g e ni c B R C A 1/ 2 g er mli n e m ut ati o n s a m o n g 8 0 2 
w o m e n wit h u nil at er al tri pl e -n e g ati v e br e a st c a n c er wit h o ut f a mil y c a n c er hi st or y. 
B M C C a n c er  1 8 , 4– 9 ( 2 0 1 8).  
5 9.  Mj, S. et al.  Li n k a g e of E arl y -O n s et F a mili al Br e a st C a n c er t o C hr o m o s o m e 1 7 q 2 1. 
S ci e n c e ( 8 0 -. ). 2 5 0 , ( 1 9 9 0). 
6 0.  S h a h, S. P. et al.  T h e cl o n al a n d m ut ati o n al e v ol uti o n s p e ctr u m of pri m ar y tri pl e -
n e g ati v e br e a st c a n c er s. N at ur e  4 8 6 , 3 9 5– 3 9 9 ( 2 0 1 2).  
R ef er e n c e s  
 
7 6  
 
6 1.  K hr a mt s o v, A. I. et al.  W nt / B -C at e ni n P at h w a y A cti v ati o n I s E nri c h e d i n B a s al -
Li k e Br e a st C a n c er s a n d Pr e di ct s P o or O ut c o m e. A m. J. P at h ol.  1 7 6 , 2 9 1 1– 2 9 2 0 
( 2 0 1 0). 
6 2.  D e y, N. et al.  W nt si g n ali n g i n tri pl e n e g ati v e br e a st c a n c er i s a s s o ci at e d wit h 
m et a st a si s. B M C C a n c er  1 3 , ( 20 1 3).  
6 3.  Qi, J. et al.  N e w W nt/ β -c at e ni n t ar g et g e n e s pr o m ot e e x p eri m e nt al m et a st a si s a n d 
mi gr ati o n of  c ol or e ct al c a n c er c ell s t hr o u g h diff er e nt si g n al s. G ut  6 5 , 1 6 9 0– 1 7 0 1 
( 2 0 1 6). 
6 4.  C o h n h ei m, J. F. V orl e s u n g e n u b er all g e m ei n e P at h ol o gi e ( Er st er B a n d) 2 d e d n.  
( 1 8 8 0). 
6 5.  L a pi d ot, T. et al.  A c ell i niti ati n g h u m a n a c ut e m y el oi d l e u k a e mi a aft er 
tr a n s pl a nt ati o n i nt o S CI D mi c e. N at ur e  3 6 2 , 3 1– 3 9 ( 1 9 9 4).  
6 6.   Al-H ajj, M., Wi c h a, M. S., B e nit o -H er n a n d e z, A., M orri s o n, S. J. & Cl ar k e, M. F. 
Pr o s p e cti v e i d e ntifi c ati o n of t u m ori g e ni c br e a st c a n c er c ell s. Pr o c. N atl. A c a d. S ci. 
U. S. A.  1 0 0 , 3 9 8 3– 3 9 8 8 ( 2 0 0 3).  
6 7.  B a d v e, S. & N a k s h atri, H. Br e a st -c a n c er st e m c ell s -b e y o n d s e m a nti c s. L a n c et 
O n c ol.  1 3 , e 4 3– e 4 8 ( 2 0 1 2).  
6 8.  Y a p, T. A., G erli n g er, M., F utr e al, P. A., P u s zt ai, L. & S w a nt o n, C. I ntr at u m or 
h et er o g e n eit y: S e ei n g t h e w o o d f or t h e tr e e s. S ci. Tr a n sl. M e d.  4 , 1– 5 ( 2 0 1 2).  
6 9.  S h a c kl et o n, M., Q ui nt a n a, E., F e ar o n, E. R. & M orri s o n, S. J. H et er o g e n eit y i n 
C a n c er: C a n c er St e m C ell s v er s u s Cl o n al E v ol uti o n. C ell  1 3 8 , 82 2 – 8 2 9 ( 2 0 0 9).  
7 0.  G u pt a, P. B. et al.  St o c h a sti c st at e tr a n siti o n s gi v e ri s e t o p h e n ot y pi c e q uili bri u m i n 
p o p ul ati o n s of c a n c er c ell s. C ell  1 4 6 , 6 3 3– 6 4 4 ( 2 0 1 1).  
7 1.  C h aff er, C. L. et al.  N or m al a n d n e o pl a sti c n o n st e m c ell s c a n s p o nt a n e o u sl y 
c o n v ert t o a st e m -li k e st at e. Pr o c. N atl. A c a d. S ci. U. S. A.  1 0 8 , 7 9 5 0– 7 9 5 5 ( 2 0 1 1).  
7 2.  Ili o p o ul o s, D., Hir s c h, H. A., W a n g, G. & Str u hl, K. I n d u ci bl e f or m ati o n of br e a st 
c a n c er st e m c ell s a n d t h eir d y n a mi c e q uili bri u m wit h n o n -st e m c a n c er c ell s vi a I L 6 
s e cr eti o n. Pr o c. N atl. A c a d. S ci. U. S. A.  1 0 8 , 1 3 9 7– 1 4 0 2 ( 2 0 1 1).  
7 3.  O a k e s, S. R., G all e g o -Ort e g a, D. & Or m a n d y, C. J. T h e m a m m ar y c ell ul ar 
hi er ar c h y a n d br e a st c a n c er. C ell. M ol. Lif e S ci.  7 1 , 4 3 0 1– 4 3 2 4 ( 2 0 1 4).  
R ef er e n c e s  
 
7 7  
 
7 4.  Di c k, J. E. & B o n n et, D. H u m a n A c ut e M y el oi d L e u k a e mi a i s or g a ni s e d a s a 
h eir ar c h y t h at ori gi n at e s fr o m a pri miti v e h a e m at o p o eti c c ell. N at. M e d.  3 , 7 3 0– 7 3 7 
( 1 9 9 7). 
7 5.  W ei g elt, B., P et er s e, J. L. & V a n’t V e er, L. J. Br e a st c a n c er m et a st a si s : M ar k er s 
a n d m o d el s. N at. R e v. C a n c er  5 , 5 9 1– 6 0 2 ( 2 0 0 5).  
7 6.  P alli ni, R. et al.  C a n c er st e m c ell a n al y si s a n d cli ni c al o ut c o m e i n p ati e nt s wit h 
gli o bl a st o m a m ultif or m e. Cli n. C a n c er R e s.  1 4 , 8 2 0 5– 8 2 1 2 ( 2 0 0 8).  
7 7.  W o o, T. et al.  Pr o g n o sti c v al u e of C D 1 3 3 e x pr e s si o n i n st a g e I l u n g 
a d e n o c ar ci n o m a s. I nt. J. Cli n. E x p. P at h ol. 4 , 1 1 8– 1 2 3 ( 2 0 1 1).  
7 8.  Fi dl er, I. J. M et a st a si s : Q u a ntit ati v e A n al y si s of Di s - tri b uti o n a n d F at e of T u m or 
E m b oli L a b el e d. J. N atl. C a n c er I n st.  4 5 , 7 7 3– 7 8 2 ( 1 9 7 0).  
7 9.  L a w s o n, D. A. et  al.  Si n gl e -c ell a n al y si s r e v e al s a st e m -c ell pr o gr a m i n h u m a n 
m et a st ati c br e a st c a n c er c ell s. N at ur e  5 2 6 , 1 3 1– 1 3 5 ( 2 0 1 5).  
8 0.  C h a n g, J. C. C a n c er st e m c ell s: R ol e i n t u m or gr o wt h, r e c urr e n c e, m et a st a si s, a n d 
tr e at m e nt r e si st a n c e. M e d. ( U nit e d St at e s)  9 5 , S 2 0 – S 2 5 ( 2 0 1 6).  
8 1.  B ali c, M. et al.  M o st e arl y di s s e mi n at e d c a n c er c ell s d et e ct e d i n b o n e m arr o w of 
br e a st c a n c er p ati e nt s h a v e a p ut ati v e br e a st c a n c er st e m c ell p h e n ot y p e. Cli n. 
C a n c er R e s.  1 2 , 5 6 1 5– 5 6 2 1 ( 2 0 0 6).  
8 2.  Y u, F. et al.  l et-7 R e g ul at e s S elf R e n e w al a n d T u m ori g e ni cit y of Br e a st C a n c er 
C ell s. C ell  1 3 1 , 1 1 0 9– 1 1 2 3 ( 2 0 0 7).  
8 3.  Gi n e sti er, C. et al.  A L D H 1 I s a M ar k er of N or m al a n d M ali g n a nt H u m a n M a m m ar y 
St e m C ell s a n d a Pr e di ct or of P o or Cli ni c al O ut c o m e. C ell St e m C ell  1 , 5 5 5– 5 6 7 
( 2 0 0 7). 
8 4.  N ü s sl ei n -V ol h ar d, C. & Wi e s c h a u s, E. M ut ati o n s aff e cti n g s e g m e nt n u m b er a n d 
p ol arit y i n Dr o s o p hil a. N at ur e  2 8 7 , 7 9 5– 8 0 1 ( 1 9 8 0).  
8 5.  N u s s e, R. & V ar m u s, H. E. M a n y t u m or s i n d u c e d b y t h e m o u s e m a m m ar y t u m or 
vir u s c o nt ai n a pr o vir u s i nt e gr at e d i n t h e s a m e r e gi o n of t h e h o st g e n o m e. C ell  3 1 , 
9 9 – 1 0 9 ( 1 9 8 2).  
8 6.  R. N u s s e,’ A. Br o w n, 2 J. P a p k off, 3, P. S c a m bl er, 4 G. S h a c kl ef or d, A. M c M a h o n, 
6 & R. M o o n,  a n d H. V. . A N e w N o m e n cl at ur e f or i nt -1 a n d R el at e d G e n e s: T h e 
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Writ G e n e F a mil y. C ell  6 4 , 1 9 9 1 ( 1 9 9 1). 
8 7.   Rij s e wij k, F. et al.  T h e Dr o s o p hil a h o m ol o g y of t h e m o u s e m a m m ar y o n c o g e n e i nt -
1 i s i d e nti c al t o t h e s e g m e nt p ol arit y g e n e wi n gl e s s. C ell  5 0 , 6 4 9– 6 5 7 ( 1 9 8 7).  
8 8.  B e hr e n s, J., M ar e el, M. M., V a n R o y, F. M. & Bir c h m ei er, W. Di s s e cti n g t u m or c ell 
i n v a si o n: e pit h eli al c ell s a c q uir e i n v a si v e pr o p erti e s aft er  t h e l o s s of u v o m or uli n-
m e di at e d c ell -c ell a d h e si o n. J. C ell Bi ol.  1 0 8 , 2 4 3 5– 2 4 4 7 ( 1 9 8 9).  
8 9.  H arri s, T. J. C. & T e p a s s, U. A d h er e n s j u n cti o n s: Fr o m m ol e c ul e s t o 
m or p h o g e n e si s. N at. R e v. M ol. C ell Bi ol.  1 1 , 50 2 – 5 1 4 ( 2 0 1 0).  
9 0.  O d a, H., A ki y a m a -O d a, Y. & Z h a n g, S. T w o cl a s si c c a d h eri n -r el at e d m ol e c ul e s 
wit h n o c a d h eri n e xtr a c ell ul ar r e p e at s i n t h e c e p h al o c h or d at e a m p hi o x u s: Di sti n ct 
a d h e si v e s p e cifi citi e s a n d p o s si bl e i n v ol v e m e nt i n t h e d e v el o p m e nt of m ulti c ell -
l a y er e d str u ct ur e s. J. C ell S ci.  1 1 7 , 2 7 5 7– 2 7 6 7 ( 2 0 0 4).  
9 1.  O z a w a, M. R e g ul ati o n of c a d h eri n a cti vit y. S ei k a g a k u.  7 8 , 5 8 8– 5 9 4 ( 2 0 0 6).  
9 2.  W alli n gf or d, J. B. & H a b a s, R. T h e d e v el o p m e nt al bi ol o g y of Di s h e v ell e d: A n 
e ni g m ati c pr ot ei n g o v er ni n g c ell f at e a n d  c ell p ol arit y. D e v el o p m e nt  1 3 2 , 4 4 2 1–
4 4 3 6 ( 2 0 0 5).  
9 3.  H e, X., S e m e n o v, M., T a m ai, K. & Z e n g, X. L D L r e c e pt or -r el at e d pr ot ei n s 5 a n d 6 
i n W nt/ β-c at e ni n si g n ali n g: Arr o w s p oi nt t h e w a y. D e v el o p m e nt  1 3 1 , 1 6 6 3– 1 6 7 7 
( 2 0 0 4). 
9 4.  W u, C. H. & N u s s e, R. Li g a n d r e c e pt or i nt er a cti o n s i n t h e W nt si g n ali n g p at h w a y i n 
Dr o s o p hil a. J. Bi ol. C h e m.  2 7 7 , 4 1 7 6 2– 4 1 7 6 9 ( 2 0 0 2).  
9 5.  Bili ć, J. et al.  W nt i n d u c e s L R P 6 si g n al o s o m e s a n d pr o m ot e s di s h e v ell e d -
d e p e n d e nt L R P 6 p h o s p h or yl ati o n. S ci e n c e ( 8 0 -. ). 3 1 6 , 1 6 1 9– 1 6 2 2 ( 2 0 0 7).  
9 6.  M a c D o n al d, B. T., T a m ai, K. & H e, X. W nt/ β -C at e ni n Si g n ali n g: C o m p o n e nt s, 
M e c h a ni s m s, a n d Di s e a s e s. D e v. C ell  1 7 , 9– 2 6 ( 2 0 0 9).  
9 7.  B e hr e n s, J. et al.  F u n cti o n al i nt er a cti o n of β -c at e ni n wit h t h e tr a n s cri pti o n f a ct or 
L E F- 1. N at ur e  3 8 2 , 6 3 8– 6 4 2 ( 1 9 9 6).  
9 8.  v a n d e W et eri n g, M. et al.  Ar m a dill o c o a cti v at e s tr a n s cri pti o n dri v e n b y t h e pr o d u ct 
of t h e Dr o s o p hil a s e g m e nt  p ol arit y g e n e d T C F. C ell  8 8 , 7 8 9– 7 9 9 ( 1 9 9 7).  
9 9.  St ä d eli, R., H off m a n s, R. & B a sl er, K. Tr a n s cri pti o n u n d er t h e C o ntr ol of N u cl e ar 
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Ar m/ β -C at e ni n. C urr. Bi ol.  1 6 , 3 7 8– 3 8 5 ( 2 0 0 6).  
1 0 0.  Br e m b e c k, F. H. et al.  E s s e nti al r ol e of B C L 9 -2 i n t h e s wit c h b et w e e n b et a -
c at e ni n’ s a d h e si v e a n d  tr a n s cri pti o n al f u n cti o n s. G e n e s D e v.  1 8 , 2 2 2 5– 2 2 3 0 
( 2 0 0 4). 
1 0 1.  Pf eff erl e, A. D. et al.  T h e M M T V -W nt 1 m uri n e m o d el pr o d u c e s t w o p h e n ot y pi c all y 
di sti n ct s u bt y p e s of m a m m ar y t u m or s wit h u ni q u e t h er a p e uti c r e s p o n s e s t o a n 
E G F R i n hi bit or. D M M Di s. M o d el. M e c h.  1 2 , ( 2 0 1 9). 
1 0 2.  K ori n e k, V. et al.  C o n stit uti v e tr a n s cri pti o n al a cti v ati o n b y a β -c at e ni n -T cf c o m pl e x 
i n A P C(-/-) col o n c ar ci n o m a. S ci e n c e ( 8 0 -. ). 2 7 5 , 1 7 8 4– 1 7 8 7 ( 1 9 9 7).  
1 0 3.  M ori n, P. J. et al.  A cti v ati o n of β -c at e ni n -T cf si g n ali n g i n c ol o n c a n c er b y m ut ati o n s 
i n β-c at e ni n or A P C. S ci e n c e ( 8 0 -. ). 2 7 5 , 1 7 8 7– 1 7 9 0 ( 1 9 9 7).  
1 0 4.  F o d d e, R. et al.  A t ar g et e d c h ai n -t er mi n ati o n m ut ati o n i n t h e m o u s e A p c g e n e 
r e s ult s i n m ulti pl e i nt e sti n al t u m or s. Pr o c. N atl. A c a d. S ci. U. S. A.  9 1 , 8 9 6 9– 8 9 7 3 
( 1 9 9 4). 
1 0 5.  Gri g or y a n, T., W e n d, P., Kl a u s, A. &  Bir c h m ei er, W. D e ci p h eri n g t h e f u n cti o n of 
c a n o ni c al W nt si g n al s i n d e v el o p m e nt a n d di s e a s e:  c o n diti o n al l o s s - a n d g ai n -of -
f u n cti o n m ut ati o n s of b et a-c at e ni n i n mi c e. G e n e s D e v.  2 2 , 2 3 0 8– 2 3 4 1 ( 2 0 0 8).  
1 0 6.  St a m o s, J. L. & W ei s, W. I. T h e β -c at e ni n d e str u cti o n c o m pl e x. C ol d S pri n g H ar b. 
P er s p e ct. Bi ol.  5 , 1– 1 6 ( 2 0 1 3).  
1 0 7.  G e y er, F. C. et al.  Β -C at e ni n p at h w a y a cti v ati o n i n br e a st c a n c er i s a s s o ci at e d wit h 
tri pl e-n e g ati v e p h e n ot y p e b ut n ot wit h C T N N B 1 m ut ati o n. M o d. P at h ol.  2 4 , 2 0 9–
2 3 1 ( 2 0 1 1).  
1 0 8.  C h o, R. W. et al.   I s ol ati o n a n d M ol e c ul ar C h ar a ct eri z ati o n of C a n c er St e m C ell s i n 
M M T V - W nt -1 M uri n e Br e a st T u m or s . St e m C ell s  2 6 , 3 6 4– 3 7 1 ( 2 0 0 8).  
1 0 9.  Bir c h m ei er, C., Bir c h m ei er, W., G h er ar di, E. & V a n d e W o u d e, G. F. M et, 
m et a st a si s, m otilit y a n d m or e.  N at. R e v. M ol. C ell Bi ol.  4 , 9 1 5– 9 2 5 ( 2 0 0 3).  
1 1 0.  G h er ar di, E., Bir c h m ei er, W., Bir c h m ei er, C. & W o u d e, G. V a n d e. T ar g eti n g M E T i n 
c a n c er: R ati o n al e a n d pr o gr e s s. N at. R e v. C a n c er  1 2 , 8 9– 1 0 3 ( 2 0 1 2).  
1 1 1.  W ei d n er, K. M. et al.  E vi d e n c e f or t h e i d e ntit y of h u m a n s c att er f a ct or a n d h u m a n 
h e p at o c yt e gr o wt h f a ct or. Pr o c. N atl. A c a d. S ci. U. S. A.  8 8 , 7 0 0 1– 7 0 0 5 ( 1 9 9 1).  
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1 1 2.  St o k er, M., G h er ar di, E., P err y m a n, M. & Gr a y, J. S c att er f a ct or i s a fi br o bl a st -
d eri v e d m o d ul at or of e pit h eli al c ell m o bilit y. N at ur e  3 2 7 , 2 3 9– 2 4 2 ( 1 9 8 7).  
1 1 3.  T o s hi k a z u N a k a m ur a*, T. N., Mit c hi o H a gi y at, T at s u y a S e kit, M. S. & At s u s hi 
S u gi m ur at, K. T. & S. S. M ol e c ul ar cl o ni n g a n d e x pr e s si o n of h u m a n h e p at o c yt e 
gr o wt h f a ct or. N at ur e  8 7 , 3 7 7– 3 8 6 ( 1 9 8 9).  
1 1 4.  N al di ni, L. et al.  E xtr a c ell ul ar pr ot e ol yti c cl e a v a g e b y ur o ki n a s e i s r e q uir e d f or 
a cti v ati o n of h e p at o c yt e gr o wt h f a ct or/ s c att er f a ct or. E M B O J.  1 1 , 4 8 2 5– 4 8 3 3 
( 1 9 9 2). 
1 1 5.  H art m a n n, G. et al.  A f u n cti o n al d o m ai n i n t h e h e a v y c h ai n of s c att er 
f a ct or/ h e p at o c yt e gr o wt h f a ct or bi n d s t h e c-M et  r e c e pt or a n d i n d u c e s c ell 
di s s o ci ati o n b ut n ot mit o g e n e si s. Pr o c. N atl. A c a d. S ci. U. S. A.  8 9 , 1 1 5 7 4– 1 1 5 7 8 
( 1 9 9 2). 
1 1 6.  L o k k er, N. A. et al.  Str u ct ur e -f u n cti o n a n al y si s of h e p at o c yt e gr o wt h f a ct or: 
i d e ntifi c ati o n of v ari a nt s t h at l a c k mit o g e ni c a cti vit y y et r et ai n hi g h affi nit y r e c e pt or 
bi n di n g. E M B O J.  1 1 , 2 5 0 3– 2 5 1 0 ( 1 9 9 2).  
1 1 7.  R o dri g u e s, G. A. & P ar k, M. A ut o p h o s p h or yl ati o n m o d ul at e s t h e ki n a s e a cti vit y a n d 
o n c o g e ni c p ot e nti al of t h e  M et r e c e pt or t yr o si n e ki n a s e. O n c o g e n e  9 , 2 0 1 9– 2 0 2 7 
( 1 9 9 4). 
1 1 8.  P o n z ett o, C. et al.  A m ultif u n cti o n al d o c ki n g sit e m e di at e s si g n ali n g a n d 
tr a n sf or m ati o n b y t h e h e p at o c yt e gr o wt h f a ct or/ s c att er f a ct or r e c e pt or f a mil y. C ell  
7 7 , 2 6 1– 2 7 1 ( 1 9 9 4).  
1 1 9.  B o c c a c ci o, C. et al.  I n d u cti o n of e pit h eli al t u b ul e s b y gr o wt h f a ct or H G F d e p e n d s 
o n t h e S T A T p at h w a y. N at ur e  3 9 1 , 2 8 5– 2 8 8 ( 1 9 9 8).  
1 2 0.  S y e d, Z. A. et al.  H G F/ c -m et/ St at 3 si g n ali n g d uri n g s ki n t u m or c ell i n v a si o n: 
i n di c ati o n s f or a p o siti v e f e e d b a c k l o o p. B M C C a n c er  1 1 , 1 8 0 ( 2 0 1 1). 
1 2 1.  Ori a n -R o u s s e a u, V. et al.  H e p at o c yt e gr o wt h f a ct or -i n d u c e d R a s a cti v ati o n 
r e q uir e s E R M pr ot ei n s li n k e d t o b ot h C D 4 4 v 6 a n d F-a cti n. M ol. Bi ol. C ell  1 8 , 7 6– 8 3 
( 2 0 0 7). 
1 2 2.  U e h ar a, Y. et al.  Pl a c e nt al d ef e ct a n d e m br y o ni c l et h alit y i n mi c e l a c ki n g 
h e p at o c yt e gr o wt h f a ct or/ s c att er f a ct or. N at ur e  3 7 3 , 7 0 2 – 7 0 5 ( 1 9 9 5).  
1 2 3.  Bl a dt, F., Rl et h m a c h er, D., A g u z zl, A. & Blr c h m el ert, C. E s s e nti al r ol e f or t h e c -m et 
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r e c e pt or i n t h e mi gr ati o n of m y o g e ni c pr e c ur s or c ell s i nt o t h e li m b b u d. 3 7 6 , 7 6 8–
7 7 1 ( 1 9 9 5).  
1 2 4.  C h mi el o wi e c, J. et al.  c-M et i s e s s e nti al f or w o u n d h e ali n g i n t h e s ki n. J. C ell Bi ol.  
1 7 7 , 1 5 1– 1 6 2 ( 2 0 0 7).  
1 2 5.  A n d er m ar c h er, E., S ur a ni, M. A. & G h er ar di, E. C o -e x pr e s si o n of t h e H G F/ S F a n d 
c- m et g e n e s d uri n g e arl y m o u s e e m br y o g e n e si s pr e c e d e s r e ci pr o c al e x pr e s si o n i n 
a dj a c e nt ti s s u e s d uri n g or g a n o g e n e si s. D e v. G e n et.  1 8 , 2 5 4– 2 6 6 ( 1 9 9 6).  
1 2 6.  M at s u m ot o, K., F u n a k o s hi, H., T a k a h a s hi, H. & S a k ai, K. H G F -M et p at h w a y i n 
r e g e n er ati o n a n d dr u g di s c o v er y. Bi o m e di ci n e s  2 , 2 7 5– 3 0 0 ( 2 0 1 4).  
1 2 7.  H u h, C. -G. et al.  H e p at o c yt e gr o wt h f a ct or/ c -m et si g n ali n g p at h w a y i s  r e q uir e d f or 
effi ci e nt li v er r e g e n er ati o n a n d r e p air. Pr o c. N atl. A c a d. S ci.  1 0 1 , 4 4 7 7– 4 4 8 2 
( 2 0 0 4). 
1 2 8.  R o n g, S. & V a n d e W o u d e, G. F. A ut o cri n e m e c h a ni s m f or m et pr ot o -o n c o g e n e 
t u m ori g e ni cit y. C ol d S pri n g H ar b. S y m p. Q u a nt. Bi ol.  5 9 , 6 2 9– 6 3 6 ( 1 9 9 4).  
1 2 9.  W ei d n er, K. M., B e hr e n s, J., V a n d e k er c k h o v e, J. & Bir c h m ei er, W. S c att er f a ct or: 
m ol e c ul ar c h ar a ct eri sti c s a n d eff e ct o n t h e i n v a si v e n e s s of e pit h eli al c ell s. J. C ell 
Bi ol.  1 1 1 , 2 0 9 7– 2 1 0 8 ( 1 9 9 0).  
1 3 0.  Z e n g, Q., M c C a ul e y, L. K. &  W a n g, C. Y. H e p at o c yt e gr o wt h f a ct or i n hi bit s a n oi ki s 
b y i n d u cti o n of a cti v at or pr ot ei n 1 -d e p e n d e nt c y cl o o x y g e n a s e -2: I m pli c ati o n i n 
h e a d a n d n e c k s q u a m o u s c ell c ar ci n o m a pr o gr e s si o n. J. Bi ol. C h e m.  2 7 7 , 5 0 1 3 7–
5 0 1 4 2 ( 2 0 0 2).  
1 3 1.  Di n g, S., M er k ul o v a -R ai n o n, T., H a n, Z. C. & T o b el e m, G. H G F r e c e pt or u p -
r e g ul ati o n c o ntri b ut e s t o t h e a n gi o g e ni c p h e n ot y p e of h u m a n e n d ot h eli al c ell s a n d 
pr o m ot e s a n gi o g e n e si s i n vitr o. Bl o o d  1 0 1 , 4 8 1 6– 4 8 2 2 ( 2 0 0 3).  
1 3 2.  R o s e n, E. M. & G ol d b er g, I. D. R e g ul ati o n of a n gi o g e n e si s b y s c att er f a ct or. E X S  
7 9 , 1 9 3– 2 0 8 ( 1 9 9 7).  
1 3 3.  R o n g, S., S e g al, S., A n v er, M., R e s a u, J. H. & V a n d e W o u d e, G. F. I n v a si v e n e s s 
a n d m et a st a si s of NI H 3 T 3 c ell s i n d u c e d b y M et -h e p at o c yt e gr o wt h f a ct or/ s c att er 
f a ct or a ut o cri n e sti m ul atio n. Pr o c. N atl. A c a d. S ci. U. S. A.  9 1 , 4 7 3 1– 4 7 3 5 ( 1 9 9 4).  
1 3 4.  R a g h a v, K. P. et al.  c M E T a n d p h o s p h o -c M E T pr ot ei n l e v el s i n br e a st c a n c er s a n d 
s ur vi v al o ut c o m e s. Cli n. C a n c er R e s.  1 8 , 2 2 6 9– 2 2 7 7 ( 2 0 1 2).  
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1 3 5.  Si err a, J. R. & T s a o, M. -S. c -M E T a s a p ot e nti al t h er a p e uti c t ar g et a n d bi o m ar k er 
i n c a n c er. T h er. A d v. M e d. O n c ol.  3 , S 2 1-3 5 ( 2 0 1 1).  
1 3 6.  G ar ci a, S. et al.  P o or pr o g n o si s i n br e a st c ar ci n o m a s c orr el at e s wit h i n cr e a s e d 
e x pr e s si o n of t ar g et a bl e C D 1 4 6 a n d c -M et a n d wit h pr ot e o mi c b a s al -li k e 
p h e n ot y p e. H u m.  P at h ol.  3 8 , 8 3 0– 8 4 1 ( 2 0 0 7).  
1 3 7.  Qi n, H. et al.  Y A P I n d u c e s H u m a n N ai v e Pl uri p ot e n c y. C ell R e p.  1 4 , 2 3 0 1– 2 3 1 2 
( 2 0 1 6). 
1 3 8.  R o s a d o -Oli vi eri, E. A., A n d er s o n, K., K e nt y, J. H. & M elt o n, D. A. Y A P i n hi biti o n 
e n h a n c e s t h e diff er e nti ati o n of f u n cti o n al st e m c e ll-d eri v e d i n s uli n -pr o d u ci n g β 
c ell s. N at. C o m m u n.  1 0 , 1– 1 1 ( 2 0 1 9).  
1 3 9.  M e n g, Z., M or oi s hi, T. & G u a n, K. L. M e c h a ni s m s of Hi p p o p at h w a y r e g ul ati o n. 
G e n e s D e v.  3 0 , 1– 1 7 ( 2 0 1 6).  
1 4 0.  Z a n c o n at o, F., C or d e n o n si, M. & Pi c c ol o, S. Y A P/ T A Z at t h e R o ot s of C a n c e r. 
C a n c er C ell  2 9 , 7 8 3– 8 0 3 ( 2 0 1 6).  
1 4 1.  Ar a g o n a, M. et al.  A m e c h a ni c al c h e c k p oi nt c o ntr ol s m ulti c ell ul ar gr o wt h t hr o u g h 
Y A P/ T A Z r e g ul ati o n  b y a cti n -pr o c e s si n g f a ct or s. C ell  1 5 4 , 1 0 4 7– 1 0 5 9 ( 2 0 1 3).  
1 4 2.  A z z oli n, L. et al.  Y A P / T A Z I n c or p or ati o n i n t h e b -C at e ni n D e str u cti o n C o m pl e x 
Or c h e str at e s t h e W nt R e s p o n s e. C ell  1 5 8 , 1 5 7– 1 7 0 ( 2 0 1 4).  
1 4 3.  Y u, F. -X. et al.  R e g ul ati o n of t h e Hi p p o -Y A P p at h w a y b y G -pr ot ei n -c o u pl e d 
r e c e pt or si g n ali n g. C ell  1 5 0 , 7 8 0– 7 9 1 ( 2 0 1 2).  
1 4 4.   S orr e nti n o, G. et al.  M et a b oli c c o ntr ol of Y A P a n d T A Z b y t h e m e v al o n at e p at h w a y. 
N at. C ell Bi ol.  1 6 , 3 5 7– 3 6 6 ( 2 0 1 4).  
1 4 5.  Vi ci, P. et al.  T h e Hi p p o tr a n s d u c er T A Z a s a bi o m ar k er of p at h ol o gi c al c o m pl et e 
r e s p o n s e i n H E R 2-p o siti v e br e a st c a n c er p ati e nt s tr e at e d wit h tr a st u z u m a b -b a s e d 
n e o a dj u v a nt t h er a p y. O n c ot ar g et  5 , 9 6 1 9– 9 6 2 5 ( 2 0 1 4).  
1 4 6.  Xi a, H. et al.  E G F R -PI 3 K -P D K 1 p at h w a y r e g ul at e s Y A P si g n ali n g i n h e p at o c ell ul ar 
c ar ci n o m a: T h e m e c h a ni s m a n d it s i m pli c ati o n s i n t ar g et e d t h er a p y arti cl e. C ell 
D e at h Di s.  9 , ( 20 1 8).  
1 4 7.  K e c h a gi a, J. Z., I v a s k a, J. & R o c a -C u s a c h s, P. I nt e gri n s a s bi o m e c h a ni c al s e n s or s 
of  t h e mi cr o e n vir o n m e nt. N at. R e v. M ol. C ell Bi ol.  2 0 , 4 5 7– 4 7 3 ( 2 0 1 9).  
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1 4 8.  H u m p hr e y, J. D., D ufr e s n e, E. R. & S c h w art z, M. A. M e c h a n otr a n s d u cti o n a n d 
e xtr a c ell ul a r m atri x h o m e o st a si s. N at. R e v. M ol. C ell Bi ol.  1 5 , 8 0 2– 8 1 2 ( 2 0 1 4).  
1 4 9.  D u p o nt, S. et al.  R ol e of Y A P/ T A Z i n m e c h a n otr a n s d u cti o n. N at ur e  4 7 4 , 1 7 9– 1 8 4 
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8 . S U P P L E M E N T A R Y D A T A  
 
  
S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e  8. 1: Y A P  r e -e x pr e s si o n  i n  Y A P  a bl at e d  t u m o ur s.  A. 
I m m u n o hi st o c h e mi str y st ai ni n g f or Y A P e x pr e s si o n i n W nt-M et -Y A P Ctrl a n d W nt -M et -Y A P K O  t u m o ur s, 
s c al e b ar = 5 0 µ m.  
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9 . A C K N O W L E D G E M E N T S  
Fir stl y,  I  w o ul d  li k e  t o  e x pr e s s  m y  d e e p e st  gr atit u d e  t o  W alt er  Bir c h m ei er  f or  
w el c o mi n g m e i nt o hi s l a b or at or y, gi vi n g m e hi s g ui d a n c e a n d f or p a s si n g o n hi s i m m e n s e 
s ci e ntifi c  wi s d o m  a n d  ‘tri c k s  of  t h e  tr a d e’.  T h a n k s  t o  hi m,  I  b eli e v e  I  a m  n o w  a  b ett er  
s ci e nti st.  
T h a n k y o u t o Pr of. T h o m a s S o m m er, m y u ni v er sit y s u p er vi s or , a n d t h e m e m b er s 
of  m y  a n n u al  P h D  t h e si s  c o m mitt e e,  Mi c h el a  Di Vir gili o  a n d  P hili p p  M erti n s.  T h e s e  
m e eti n g s  w er e  fr uitf ul  a n d  t h e  c o n str u cti v e  criti ci s m  I  r e c ei v e d,  h el p e d  m e  dir e ct  t h e  
p r o gr e s si o n of t hi s pr oj e ct.  
 I  w o ul d  li k e  t o  t h a n k  all  t h e  m e m b er s  of  m y  t h e si s  e x a mi n ati o n  c o m mitt e e  f or  
a gr e ei n g t o b e t a k e t h e ti m e t o e n g a g e i n m y pr oj e ct a n d e x a mi n e m y k n o wl e d g e.  
 I w o ul d li k e t o gi v e s p e ci al t h a n k s t o R e gi n a V o g el, w h o h el p e d m e g et st art e d i n 
t h e l a b a n d s h ar e d h er s kilf ul t e c h ni q u e s wit h m e. M o st of all, I w o ul d li k e t o t h a n k h er f or 
al w a y s b ei n g pr e s e nt w h e n n e e d e d a n d f or t a ki n g c ar e of t h e m aj orit y of mi c e. Wit h o ut 
h er I w o ul d h a v e b e e n l o st.  
T h a n k  y o u  t o  m y  j o yf ul  l a b m at e s M ari o n  M üll er,  D a ni el  B a u er,  K a mil  Li s e k  a n d  
A d a m M y s z c z y s z y n  f or  all  t h e  f u n  a n d  l a u g ht er  w e  h a v e  h a d  o v er  t h e  p a st  f e w  y e ar s.  
T h e y m a k e w or k n ot f e el li k e a w or k.  
I h a v e t o t h a n k m y f a mil y, e s p e ci all y m y M ot h er, M ar g ar et, f or b eli e vi n g i n m e a n d 
s u p p orti n g  m e  i n  t hr o u g h o ut  m y c ar e er  a n d  m y lif e  i n  g e n er al.  Wit h o ut  h er,  I  w o ul d  n ot 
h a v e  e v e n  dr e a m e d  t o  h a v e  a c c o m pli s h e d  t hi s.  T h a n k  y o u  t o  m y  Gr a n d p ar e nt s , w h o 
al w a y s p ut a r o of o v er m y h e a d w h e n n e e d e d a n d al w a y s m a k e m e s mil e. I al s o w o ul d 
li k e  t o  t h a n k  m y  si bli n g s,  e s p e ci all y  m y  si st er,  Eri n n, w h o  al w a y s  li st e n s  t o  m e  
c o m pl ai ni n g a n d str e s si n g o v er w or k a n d lif e. A c all fr o m a n y of t h e s e a m a zi n g h u m a n s 
al w a y s c h e er s m e u p.   
L a st  b ut  n ot  l e a st,  I  w o ul d  li k e  t o  t h a n k  m y  a m a zi n g  b o yfri e n d,  A nt o ni n o  A s ar o , 
w h o s u p p ort e d m e b ot h s ci e ntifi c all y a n d e m oti o n all y t hr o u g h t h e s e str e s sf ul b ut e x citi n g 
f e w  y e ar s.  Wit h  hi s  c o u ntl e s s  a m a zi n g  m e al s  a n d  ri di c ul o u s  s e n s e  of h u m o ur  h e  m a d e 
e v e n t h e m o st str e s sf ul of d a y s s e e m bri g ht er.  
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1 0 . S el b st st ä n di g k eit s er kl är u n g 
Er kl är u n g  
Hi er mit er kl är e i c h, di e v orli e g e n d e Di s s ert ati o n s el b st st ä n di g u n d n ur u nt er V er w e n d u n g 
d er a n g e g e b e n e n Hilf e n u n d Hilf s mitt el a n g ef erti gt z u h a b e n. I c h h a b e mi c h a n d er w ärt s 
ni c ht u m ei n e n D o kt or gr a d b e w or b e n u n d b e sit z e k ei n e n e nt s pr e c h e n d e n D o kt or gr a d. I c h 
er kl är e,  d a s s  i c h  di e  Di s s ert ati o n  o d er  T eil e  d a v o n  ni c ht  b er eit s  b ei  ei n er  a n d er e n  
wi s s e n s c h aftli c h e n  Ei nri c ht u n g  ei n g er ei c ht  h a b e  u n d  d a s s  si e  d ort  w e d er  a n g e n o m m e n  
n o c h  a b g el e h nt  w ur d e.  I c h  er kl är e  di e  K e n nt ni s n a h m e  d er  d e m  V erf a hr e n  
z u gr u n d eli e g e n d e n  Pr o m oti o n s or d n u n g  d er  L e b e n s wi s s e n s c h aftli c h e n  F a k ult ät  d er  
H u m b ol dt -U ni v er sit ät  z u  B erli n  v o m  0 5.  M är z  2 0 1 5.  W ei t er hi n  er kl är e  i c h,  d a s s  k ei n e  
Z u s a m m e n ar b eit  mit  g e w er bli c h e n  Pr o m oti o n s b er at eri n n e n/  Pr o m oti o n s b er at er n  
st att g ef u n d e n  h at  u n d  d a s s  di e  Gr u n d s ät z e  d er  H u m b ol dt -U ni v er sit ät  z u  B erli n  z ur  
Si c h er u n g g ut er wi s s e n s c h aftli c h er Pr a xi s ei n g e h alt e n w ur d e n.  
D e cl ar ati o n  
I h er e b y d e cl ar e t h at I c o m pl et e d t h e d o ct or al t h e si s i n d e p e n d e ntl y b a s e d o n t h e st at e d 
r e s o ur c e s a n d ai d s. I h a v e n ot a p pli e d f or a d o ct or al d e gr e e el s e w h er e a n d d o n ot h a v e a 
c orr e s p o n di n g d o ct or al d e gr e e. I h a v e n ot s u b mitt e d t h e d o ct or al t h e si s, or p art s of it, t o 
a n ot h er a c a d e mi c i n stit uti o n a n d t h e t h e si s h a s n ot b e e n a c c e pt e d or r ej e ct e d.  I d e cl ar e 
t h at I h a v e a c k n o wl e d g e d t h e D o ct or al D e gr e e R e g ul ati o n s w hi c h u n d erli e t h e pr o c e d ur e 
of  t h e  F a c ult y  of  Lif e  S ci e n c e s  of  H u m b ol dt -U ni v er sit ät  z u  B erli n,  a s  a m e n d e d  o n  5t h  
M ar c h 2 0 1 5. F urt h er m or e, I d e cl ar e t h at n o c oll a b or ati o n wit h c o m m er ci al d o ct or al d e gr e e 
s u p er vi s or s  t o o k  pl a c e,  a n d  t h at  t h e  pri n ci pl e s  of  H u m b ol dt -U ni v er sit ät  z u  B erli n  f or  
e n s uri n g g o o d a c a d e mi c pr a cti c e w er e a bi d e d b y.  
B erli n, _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  
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